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R E S U M O
Um estudo c in é t ic o  com a L-malato desid rogenase m ito c o n d r ia l de coração 
bovino f o i  re a liz a d o , ana lisando-se as anom alias c in é tic a s  causadas po r 
a lta s  -concentrações de oxaloacetato-,—NADH. e L-malato e..,-a..efeito da. foj?- 
ça iô n ic a . A in ib iç ã o  de s ub s tra to  pe lo  o xa lo ace ta to  pode se r enqua­
drada no mecanismo de adição ordenada sequenc ia l de do is sub s tra to s , p£ 
rém, a in ib iç ã o  por sub s tra to  causada pe lo  NADH não pode se r enquadra­
da. As anomalias c in é t ic a s  causadas po r a lta s  concentrações de L-mala­
to  que também não podem s e r enquadradas no mecanismo de adição ordenada 
de do is sub s tra to s , sugerem a e x is tê n c ia  de v ia s  a lte rn a t iv a s  que levam 
à formação de produtos, ü e fe ito  causado p e la  fô rça  iô n ic a  é em g e ra l 
i n ib i t ó r io  e é s im p les quando os eventos que tem lu g a r no cen tro  a t iv o  
da enzima são re la t iv a m e n te  s im p les . Há um e fe ito  a ss im é tr ic o  da fô rça  
iô n ic a  nas curvas de satu ração de o xa lo ace ta to  e NADH. 0 e fe ito  da fôr; 
ça iô n ic a  nas curvas de sa tu ração com o xa lo ace ta to  e NADH, em compara­
ção com o e fe ito  causado ãs curvas de pH, ap resen ta  d ive rsas  semelhan_ 
ças. Um aumento na fô rç a  iô n ic a  em pouco a l t e r a  a a f in id ad e  do NADH 
para com a enzima mas a l t e r a  substanc ia lm en te  as constantes de Michae­
l i s  de ambos cs sub s tra to s  bem como a ve loc idade  maxima.
I N T R O D U Ç Ã O
-  ★
A reação c a ta liz a d a  pe la  L-malato desidrogenase (EC 1.1 .1 .371 ,
oxaloacet-ato +- NAOH + - H*— -L~malato--+ NAD--
tem s ido  in tensam ente in v e s tig a d a  desde que Thunbe rg flJe  B a t e l l i  & S te rn  
(2) descobriram  a u t i l iz a ç ã o  en z im ã tica  do L-malato pe los organismos. 
Além dos estudos in  v iv o , co ns id e rá ve l in te re s s e  tem havido em e s tu d a r 
as p rop riedades da enzima p u r if ic a d a .  A p r im e ira  p u r if ic a ç ã o  f o i  d e s c r i­
ta  po r S traub  (3) a p a r t i r  de po ce tôn ico  de coração de porco p re v ia ­
mente la vado . Ochoa (4) descreveu uma m odificação do método de S tra u b fS j 
porém Wolfe & N e ilands  (5) descreveram um método que p e rm it iu  a obtenção 
de uma preparação com elevado grau de pureza a p a r t i r  de po cetôn ico  de 
coração de porco previam ente  lavado . Davies & Kun (6 ), is o la ra m  a en­
zima a p a r t i r  de po ce tôn ico  m ito c o n d ria l de coração bovino a qua l mos­
t ro u  p o s s u ir as mesmas p rop riedades c in é t ic a s  que as enzimas is o la d a s  
po r ou tros  au to res  de coração in t e i r o  p reviam ente  lavado, embora algumas 
p rop riedades f ís ic a s  fossem d ife re n te s .  E ng la rd  & S ie g e l (7 ), is o la ra m  
de pé ce tôn ico  de coração bovino p rev iam ente  lavado uma enzima com p r a t i  
camente as mesmas p rop riedades c in é t ic a s  que a enzima is o la d a  po r Davies 
& Kun (6) enquanto que Eng la rd  & G re ig e r (8) demonstraram a e x is tê n c ia  de 
uma o u tra  forma da enzima, fa c ilm e n te  e x t r a ív e l  do músculo card íaco bo-
* ~ +
As a b re v ia tu ra s  u t i l iz a d a s  no p resen te  t ra b a lh o  sao as segu in tes : NAD
para a forma oxidada da n ico tin am ida  adenina d in u c le o tíd e o  e NADH para 
a forma reduz id a ; NADPH para a forma reduz ida  da n ico tinam ida  adenina d_i 
nuc leo tíd eo  fo s fa to ;  t r i s  para tr isC h id ro x im e tiD a m in o m e ta n o ; ÜXAL pa­
ra  o xa ld ace ta to  e MAL para L-m alato. .
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v ino ,.com  p rop riedades c in é t ic a s  d is t in ta s  da enzima is o la d a  de po ce- 
tôn ico  m ito c o n d ria l ou de po ce tôn ico  de coração p reviam ente  lavado . 
Eng la rd  & S ie g e l (7) puderam dem onstrar que a enzima iso lada^de  po ce­
tôn ico  de coração p rev iam ente  lavado e ra  de origem  m ito c o n d r ia l,  f ic a n ­
do assim  pa ten te  a e x is tê n c ia  de duas formas da enzima nos tec ido s  de 
mamíferos, a m ito c o n d ria l e c ito p la sm á tic a  o que f o i  confirmado po r ou­
tro s  au to res  (9 ).
Vá rio s  estudos c in é tic o s  tem s ido  re a liz a d o s  com a enzima m itocon­
d r ia l  como também com a enzima c ito p la sm á tic a . r3-
v a l &- Wolfe (10 a- í3 ) in ve s tig a ra m  -cineticamente-o--mecanismo~de reação 
da enzima m ito c o n d ria l de coração de porco enquanto que, recentemente, 
F rieden & Fernandez-Souza (14) re a liz a ra m  um estudo c in é t ic o  com a en­
zima c ito p la sm á tic a  de coração de porco. Quanto ãs enzimas de. coração 
bovino, Heyde & A insw o rth  (15) re a liz a ra m  estudos com a enzima m itocon­
d r ia l ,  enquanto que Cassman & Eng la rd  (16) f iz e ra m  o mesmo com a e n z i­
ma c ito p la sm á tic a . P ra ticam en te  todos is te s  estudos c in é tic o s  foram 
re a liz a d o s  ém condições id e a is  no que se re fe re  à concentração dos subs_ 
t ra to s  a qua l f o i  mantida em n ív e l ba ixo  já  que é conhecido desde os 
p rim e iro s  tra b a lh o s  (6 a 83 17) que ambas as enzimas apresentam anoma­
l ia s  c in é t ic a s  em a lta s  concentrações dos s u b s tra to s , anomalias estas 
que são d ife re n te s  em ambas as formas da enzima. As anomalias que o­
correm são in ib iç ã o  ou a tivação  po r a lta s  concentrações dos sub s tra to s  
e no caso p a r t ic u la r  da enzima m ito c o n d ria l a in ib iç ã o  po r s ub s tra to  é 
provocada po r a lta s  concentrações de o xa loace ta to  e NADH enquanto que o 
L-malato ocasiona a tivação  em a lta s  concentrações (63 73 17) . Kun e t a l.  
(18) mostraram também que a enzima m ito c o n d ria l é p a rt ic u la rm e n te  afetai 
da por va riações  na fô rça  iõ n ic a  do meio, enquanto que a enzima c i to ­
p lasm ática  é in s e n s ív e l a es tas  va riações , üs mesmos au to res  apresen­
taram  também re su lta d o s  ind icando  que as anom alias c in é t ic a s  da enzima 
são p a rt ic u la rm e n te  a fe tadas po r va riações na fô rça  iõ n ic a , sugerindo 
ainda que a fô rç a  iõ n ic a  desempenha um papel de destaque na regu lação, 
i t t  VÍVo3 da a t iv id a d e  da enzima.
_ Heath & P h i l l ip s  (19) ,  t ira n d o  p ro v e ito  dos parâmetros c in é tic o s  jã ^
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determ inados pa ra  a enzima m ito c o n d r ia l,  re a liz a ra m  um estudo in  v ivo  
com a enzima m ito c o n d ria l de fíg ado  de ra to ,  u t i l iz a n d o  isó topos ra d io ­
a t iv o s .  Êstes au to res puderam dem onstrar que, ao c o n tra r io  do que oco r­
re  com a fumarase, a L-malato desidrogenase m ito c o n d ria l opera em cond i­
ções bastan te  a fas tadas do e q u i l íb r io  qu ím ico. O u tra  conclusão que emejr 
ge do tra b a lh o  re a liz a d o  p o r Heath & P h i l l i p s  (19 ), d iz  re s p e ito  ã a t i v i  
dade da enzima, a qua l a tin g e  va lo re s  m uito  ba ixos in  v iv o , v a lo re s  es­
tes  bas tan te  menores que os comumente observados in  v itv o ,  sendo is to  
ve rd ade iro  para  ambos os sen tidos  da reação.
Estudos e s t ru tu ra is  também tem s ido  re a liz a d o s , a m a io r ia  dê les em 
datas mais recen tes . Dévényi e t d l. (20) demonstraram que a enzima m it a  
c o n d ria l es tá  c o n s t itu íd a  po r duas subunidades bastan te  s im ila re s .  CovejL_ 
l i  e t d l. (21) 3 po r ou tro  lado , descobriram  a e x is tê n c ia  em mitocôn- 
d r ia s  de uma p ro te ín a  9S com a t iv id a d e  de L-malato desid rogenase. A L- 
malato desidrogenase m ito c o n d ria l a té  então conhecida e estudada é uma 
p ro te ín a  5.S (7 ). As p rop riedades desta forma pesada C9S 3 da L-malato d£ 
sidrogenase m ito c o n d ria l foram  determ inadas po r C o n s ig lio  e t d l.  (22).
A enzima c ito p la sm á tic a  tem s ido  também o b je to  de in ten sos  estudos 
e s t ru tu ra is ,  üs estudos de d ifra ç ã o  de ra io s  X, re a liz a d o s  po r Tserno- 
g lou e t d l.  (23), confirm aram  a e x is tê n c ia  de duas subunidades quase i ­
dên ticas  como c o n s t itu in te s  também da enzima c ito p la sm á tic a , enquanto 
que Cassman & K ing  (24) v e r if ic a ra m  have r um e q u i l íb r io  monômero -dímero 
e n tre  es tas  subunidades. Recentemente Cassman & V e t t e r le in  (25) i s o la ­
ram duas formas da enzima c ito p la sm á tic a  de coração bovino . Uma forma 
Cdesidrogenase b ), possu i c in é t ic a  coope ra tiva  em re lação  ao NADH e a 
fru to s e  1 ,6 - d ifo s fa to  como in ib id o r  a lo s té r ic o .  A o u tra  forma (d e s id ro ­
genase a ), não é a fe tada  p e la  f ru to s e  1 ,6 - d ifo s fa to  e não possui c in é t i ­
ca coope ra tiva  em re lação  ao NADH. As duas formas tem id ê n t ic a  compos^i 
ção em am inoácidos, d ife r in d o  porém na quantidade de fo s fa to  a e la s  llga_ 
do covalentem ente.
ü p resen te  tra b a lh o  v is a  in v e s t ig a r  as anomalias c in é t ic a s  produ7
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z id as  po r a lta s  concentrações dos reagentes na enzima m ito c o n d ria l de c£ 
ração bovino e também a v e r ig u a r  a ação da fo rç a  iô n ic a  sôbre es tas  a­
nom alias. Is to  i  p o s s ív e l desde os tra b a lh o s  desenvo lv idos po r Cle- 
land (27 a 29) os qua is  fornecem o necessá rio  supo rte  te ó r ic o .  Kun e t 
à l.  (18) não re a liz a ra m  um estudo s is te m á tic o  da ação dos e le t r ó l i t o s  sô_ 
bre os parâmetros c in é tic o s  da enzima o que também é re a liz a d o  neste t r £  
ba lho , levando-se em conta que a s e n s ib ilid a d e  da enzima m ito c o n d ria l 
âs a lte raçõ es  no ambiente iô n ic o  parece s e r uma propriedade im p o rtan te , 
levando-se em conta p r in c ip a lm e n te , que a enzima c ito p la sm á tic a  não é a­
fe tada  (183 26).
M A T E R I A I S  E M É T O D O S
B E A G E N T E S
NADH, NADPH, NAD+, o xa loace ta to  e L-malato foram  ob tidos da Sigma 
Chemical Company. As soluções de NADH e o xa lo ace ta to  foram  f e i ta s  na ho_ 
ra  do uso. NADH e NADPH foram d is s o lv id o s  em solução tampão ap ro­
p riad a  enquanto que o o xa lo ace ta to  f o i  d is s o lv id o  em água d e s t ila d a  man­
t id a  a 2-3°C para m in im iza r a descarboxilação  expontânea. Soluções f r e s ­
cas de o xa loace ta to  foram  preparadas de duas em duas horas. NAD+ e L- 
malato foram d is s o lv id o s  em solução tampão ap rop riada  no d ia  do uso. As 
concentrações de NADH e NADPH foram  determ inadas espectro fo tom etricam en-
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té  a 340 nm, u t iliz a n d o - s e  o c o e f ic ie n te  de ex tinção  m o la r de 6,22 x 10 
M '1 cm'1 (30). A concentração de NAlT f o i  determ inada e sp ec tro fo to m e tri-  
camente a 260 nm, u t iliz a n d o - s e  o c o e f ic ie n te  de ex tin ção  m olar de 
17,6 x 10 M cm . O xa loace ta to  e L-malato foram  dosados enzim atica-  
mente com a L-malato desid rogenase.
T r is  e ácido acé tico  foram produtos da E. Merck A.G. bem como os 
demais e le t r o l i t o s  u t i l iz a d o s  em e xp e riê n c ia s  em que a fô rç a  iô n ic a  f o i  
a lte ra d a .
PURIFICAÇÃO DA ENZIMA 
} .
A enzima, L-malato desidrogenase de coração bovino , f o i  p u r if ic a d a
•jç - ■ ■ ■- —  ■ • - - • - . . .  _ .  —  —
V a lo r  fo rnec ido  pe la  Sigma Chemical Company.
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pe lo  procedimento d e s c r ito  po r E ng la rd  & S ie g e l (7 ). Os au to res  i n i ­
c iaram  a p u r if ic a ç ã o  com pó cetõn ico de coração fragmentado e p re v ia ­
mente lavado . No p resen te  t ra b a lh o  o ponto de p a r t id a  para a p u r i f i ­
cação fo i.  pô ce tõn ico  m ito c o n d r ia l.  As m itocônd rias  foram  preparadas 
pe lo  método d e s c r ito  po r Crane e t d l . (31 ). G pó cetõn ico m ito c o n d ria l 
f o i  preparado pe lo  método d e s c r ito  po r Gchoa (4) pa ra  o coração i n t e i ­
ro .
A enzima f o i  conservada no conge lador sendo que para  o uso f o i  d i­
lu íd a  em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 M em ace ta to . A concentração 
de p ro te ín a  f o i  determ inada pe lo  método de Lowry e t d l.  (32) usando soro
album ina bov ina  c r is t a l in a  como padrão.
OBTENÇÃO DOS DADOS. EXPERIMENTAIS
Todos os dados expe rim en ta is  do p resen te  t ra b a lh o  consistem  ou p ro ­
vém de medidas de ve loc idade  de reação ob tid as  medindo-se a oxidação de 
NAOH a 340 nm num espec tro fo tõm etro  Variem Tech tron3 te rm o s ta tizad o . As 
ve loc idades foram  ob tid as  medindo-se a in c lin a ç ã o  do g ra f ic o  traçado pe­
lo  re g is t r a d o r  do apare lho  duran te  o p r im e iro  m inuto da reação. Cubetas 
de q ua rtzo  de 1 cm de caminho ó tic o  foram  u t i l iz a d a s  em todos os expe­
r i mentos. . .
Os ensa ios foram  todos f e i to s  em solução tampão t r is - a c e ta to  0,05
M em ace ta to . 0 pH f o i  8,0 exceto nas e xp e riê n c ia s  em que a concentra­
ção de íons  h id rogên io  f o i  v a ria d a  s is tem a ticam en te . A reação f o i  i n i ­
c iada p e la  adição de 0,1 ml de enzima d i lu íd a  na mesma solução tampão. 
Os reagentes (0,1 ml] foram  ad ic ionados ã cubeta sendo o volume f in a l  
ig u a l a 3 ml. Quando os reagentes não estavam d is s o lv id o s  em tampão, 
êste e s ta va  com sua concentração c o r r ig id a  para le v a r  em conta a d i l u i ­
ção provocada pe la  adição do reagen te . Nas e xp e riê n c ia s  nas qua is se a­
d ic ionou ou tro s  e le t r ó l i t o s  além de t r is - a c e ta to ,  a concentração do e- 
l e t r ó l i t o  f o i  c o r r ig id a  para le v a r  em conta a d ilu iç ã o  provocada pe la  
adição de reagentes e enzima. A tem pe ra tu ra  em todas as e xpe riê nc ia s
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f o i  25,0±0,5°C, mantida constante po r água p ro ven ie n te  de um banho t e r ­
m ostá tico  c irc u la nd o  pe lo  compartimento das cubetas no espectrofotôme- 
t r o .  0 tampão também f o i  e q u il ib ra d o  p rev iam ente  a 25,0±0,5°C.
A a t iv id a d e  e s p e c íf ic a  f o i  medida nas mesmas condições repo rtadas  
po r Eng la rd  & S ie g e l (7 ). Estas condições foram : tampão fo s fa to  0,05 M
pH 7,4 sendo a concentração de ambos os s u b s tra to s , o xa loace ta to  e NADH 
ig u a l a 100 PM. Uma unidade é d e f in id a  como sendo a quantidade de e n z i­
ma que c a ta l iz a  a transform ação de 1 pmol de s u b s tra to  po r m inuto, nas 
condicões e so ec if ic ad as .
Variações na a t iv id a d e  da enzima foram c o r r ig id a s  fazendo-se p e r io ­
dicamente um ensa io  em condições pad ron izadas. Estas condições foram: 
tem pe ra tu ra , 25,0±0,5°C j pH 8,0 com tampão t r is - a c e ta to  0,05 M em aceta 
to ; concentrações de o xa lo ace ta to  e NADH, ambas ig u a is  a 100 pM. A a t iv j l  
dadeestá expressa em nmoles de NADH oxidados po r m inuto.
A fo rç a  io n ic a , y ,  f o i  ca lcu lada  pe la  re la ç ao , y=-1/2ECiZ^, onde 
C é a concentração de cada íon  e Z a v a lê n c ia  de cada íon  (33), e expres_ 
sá em m o la ridade, A fo rç a  io n ic a  mínima devida aos componentes do tam­
pão f o i  ig u a l a 0,05 M. Para a t in g i r  maiores v a lo re s , v á r io s  e le t r o l i-  
tos foram ad ic ionados conforme cada caso e s p e c íf ic o .
Os dados e xpe rim en ta is  constantes dos g rá f ic o s  do p resen te  tra b a lh o  
resu ltam  da media de ao menos duas determ inações, sendo t rê s  de te rm ina­
ções o caso mais comum. Em alguns casos foram u t i l iz a d a s  a té  cinco de­
term inações.
TRJWAMBNTO dos dados e x p e r im e n t a is
Os dados e xpe rim en ta is  ob tidos  foram  submetidos a tra tam en to  e s ta ­
t í s t ic o  sendo os a ju s te s  de curvas levados a e f e ito  pe lo  conhecido méto­
do de mínimos quadrados (34  ̂ 35). Os dados de observação d e sc r ito s  pe­
la  equação da re ta ,
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y = a + bx CU
foram  a jus tados u t iliz a n d o - s e  os fo rm u lá r io s  apresentados po r W ilk in so n
(36). C o e fic ie n te s  de reg ressão , e s t im a t iv a s , bem como va r iâ n c ia s  e e r ­
ros padrões foram  ob tidos u t iliz a n d o - s e  as fó rm u las  fo rnec id as  po r Wil_ 
k inson (36). Para os casos mais complexos, a ju s te s  foram  fe ito s  às e­
quações g e ra is ,
y = a + bx + c /x , (2)
y = a + bx + cx2, C3)
a t  bx 
1 + cx
y =





Em cada caso, exceto para a equação C3], dados e fó rm u las  foram
fo rnec idos  o um cornputodor e le tro n ic o  IDM 1130 do Centro de Computaçao 
E le trô n ic a  da U n ive rs idade  Federa l do Paraná, a tra vé s  de programas
F o rtra n  espec ificam ente  e laborados, üs programas in c lu ia m  informações 
para obtenção de e s t im a tiv a s , c o e f ic ie n te s  de reg ressão , v a r iâ n c ia s , 
c o e f ic ie n te  de co rre lação  e o v a lo r  de F da d is t r ib u iç ã o  de p ro b ab ilid ja  
des de Snedecor para a ap licação de te s te s  de s ig n if ic â n c ia  (v e r Apendl. 
ce). Todos os a ju s te s  âs equações (11 a (5) foram  ponderados, u t i l i ­
zando-se como peso a ve loc idade e levada à q u a rta  po tênc ia  ou o in ve rso  
da v a r iâ n c ia  dos dados e xp e rim en ta is .
Nas equações (1) a (51 y pode s ig n i f ic a r  in ve rs o  de velocidade de 
reação, in c lin a ç ã o  de uma re ta  de reg ressão ou a in te rsecção  de uma re  
ta  de regressão ao e ixo  das ordenadas, x pode s ig n i f ic a r  c o n c e n tra ­
ção de s u b s tra to , concentração de p roduto  ou a inda concentração de um 
determ inado e le t r õ l i t o .  Na equação (11, p a r t ic u la rm e n te ,  x pode s ig n i­
fia te  r i  a is  e Métodos 11
f ic a r  o in ve rso  da concentração de s u b s tra to . As constan tes, a, b, c, 
d, re su ltam  da combinação de d ife re n te s  constantes c in é t ic a s .
A nom enclatura e s ta t is t ic a  u t i l i z a d a  e aque la  adotada po r C le la nd  
(35) e W ilK inson  (36 ).
EQUAÇÕES DE VELOCIDADE
As equações de ve loc idade  u t i l iz a d a s  no p resen te  t ra b a lh o  foram  
'ob tidas de C le la nd  (27) ou deduzidas pe lo  a u to r , 'u t i l iz a n d o ' 'a ” "'Tnetodo-' 
lo g ia  de K irtg & A ltman (3 7 ), c u ja  correção f o i  comprovada p o r C le la nd
(27) e Fe raud i (38 ). A notação e a denominação de mecanismos de reação 
são aqueles u t i l iz a d p s  po r C le la nd  (27) e já  amplamente d ifu nd id o s .
R E  S U L T  A D O  S E D I S C ü S S A O
O processo de p u r if ic a ç ã o  u t i l iz a d o  neste tra b a lh o  p e rm it iu  a ob­
tenção de preparações com a mesma a t iv id a d e  e s p e c íf ic a  repo rtada  po r En- 
g la rd  & S ie g e l (7 ), ou s e ja , cerca de 1400 unidades po r m ilig ram a  de p r£  
te ín a . A mesma a t iv id a d e  e s p e c íf ic a  f o i  também repo rtada  po r Dupourque & 
Kun (9) para a enzima m ito c o n d ria l de r im  bovino . A e s ta b ilid a d e  da en­
zima d i lu íd a  em solução tampão t r is - a c e ta to  pH 0,0 e 0,05 M em ace ta to , 
reve lou-se s e r de 2 a 3 horas a 2-3°C, o que p e rm it iu  a re a liz a ç ã o  das 
exp e riê nc ia s  aqu i re la ta d a s  sem necessidade de correções de a t iv id a d e  na 
m a io ria  dos casos. .
EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DOS SUBSTRATOS
Heyde & A in sw o rth  (15) mostraram que a ba ixas  concentrações de am-' 
bos os sub s tra to s , o xa lo ace ta to  e NADH, os dados c in é tic o s  são cons is­
ten te s  com um mecanismo de adição ordenada de do is sub s tra to s ,
( I )
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F ig u ra  1. In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  
o in ve rso  da concentração de o xa lo ace ta to  a d i­
fe re n te s  concentrações de NADH. As concen tra­
ções de NADH estão ind icadas  ã d i r e i t a  de cada 
curva . As curvas traçadas representam  o a ju s ­
te  ponderado de mínimos quadrados ã equação da 
re ta .  Todos os dados foram  ob tidos a 25,0±0,5°C 
em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 M ' em ace­
ta to ,  contendo também KC1 0,05 M. A fõ rça  iô n i-  
ca f o i  ig u a l a 0,1 M. Maiores de ta lhes  e x p e r i­
mentais podem s e r ob tidos em M a te ria is  e Méto­
dos.
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F ig u ra  2. In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  
o in ve rso  da concentração de NADH a d ife re n te s  
concentrações de o xa lo a c e ta to . As concentrações 
de o xa lo ace ta to  estão ind icadas  ã d i r e i t a  de ca 
da curva . As curvas traçadas representam  o a­
ju s te  ponderado de mínimos quadrados à equação 
da re ta .  Todos os dados foram ob tidos a 25, 0± 
0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 M em 
ace ta to , contendo também KC1 0,05 M. A fo rç a  
iõ n ic a  f o i  ig u a l a 0,1 M. Outros de ta lhes  ex­
pe rim en ta is  podem s e r ob tidos em M a te ria is  e Me_
-hnrlnçz
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onde A, B, P e Q representam  as concentrações de NADH, o xa lo ace ta to , L ­
.. mal ato e NAD+, respec tivam en te . E rep re sen ta  a concentração de enzi-, 
ma l i v r e .  A equação de ve loc idade  pa ra  e s te  rrecanismo, u t iliz a n d o - se  
o notação de C ie 1 and ' (27) , e na ausência de p rodu tos, é:
KiaKb + KbA + KaB + AB L
Na equação C6), v é a ve loc idade  de reação e V i a ve loc idade máxi­
ma aa re ação 'na d ireção òxa~loacetatd~ para L-m alato. Ka~e~Kb~ “ são” ~as~ 
constantes de M ic h a e lis  ve rd ad e ira s  para NADH e o xa lo ace ta to  re s p e c t i­
vamente, sendo que K ia  e a constante de d issoc iação do complexo enzima- 
NADH. .
Üs estudos re a liz a d o s  neste t ra b a lh o  a ba ixas  concentrações dos 
subs tra to s  visavam  a determ inação de V i,  Kb, Ka e #K ia  em função da fõ r-  
ça id í l ic a  do meio ou ainda a determ inação de padrões de in ib iç ã o  causa­
dos p e la  presença de e le t r õ l i t o s .  Os re su lta d o s  de duas destas expe­
r iê n c ia s  podem se r v is ta s  nas f ig u ra s  1 a 4, as qua is  mostram as curvas 
ob tid as  a uma fo rça  iõ n ic a  D,. 1 M. E xp e riê n c ia s  id ê n t ic a s  foram  re a l iz a  
das também com as fô rças iõ n ic a s  0 ,05 ; 0 ,2 ; 0 ,3  e 0 ,4  N. Na f ig u ra  3, 
as in c lin a ç õ e s  e in te rsecções  o b tid as  da f ig u ra  1 são função do in ve rso  
da concentração de NADH, de acordo com as re lações ,
in c lin a ç ã o i
in te rs e c ç ã o i = + * (8)
e
S im ila rm en te , as in c lin a ç õ e s  e in te rsecções  da f ig u ra  4* ob tidas  
da f ig u ra  2 são função do in ve rso  da concentração de o xa lo ace ta to , de













[MABHl] (M)-1 x 10” ®
F ig u ra  3. In c lin açõ es  (A] e in te rsecçõ es  ao e ixo  
das ordenadas CB] ob tidos da f ig u ra  1 versus  o i n ­
verso da concentração de NADH Ds pontos rep re sen­
tam in c lin a ç õ e s  ou in te rsecções  e as b a rra s  os re s ­
pec tivo s  e rro s  padrões ob tidos pe lo  a ju s te  pondera­
do de mínimos quadrados à equação da re ta  das c u r­
vas da f ig u ra  1. As re ta s  traçadas nos g rá f ic o s  A 
e B representam  o a ju s te  ponderado dos dados a e- 
quação da re ta .
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F ig u ra  4. In c lin a ç õ es  (A) e in te rsecçõ es  ao eixo, 
das ordenadas (B) ob tidos da f ig u ra  2 versus  o i n ­
verso da concentração de o xa lo a c e ta to . Os pontos 
representam  in c lin a ç õ e s  ou in te rsecções  e as b a r­
ras os re sp ec tivo s  e rro s  padrões ob tidos pe lo  a ju s  
te  ponderado de mínimos quadrados ã equação da re ­
ta  das curvas da f ig u ra  2. As re ta s  traçadas nos 
g rá f ic o s  A e B representam  o a ju s te  ponderado de 
mínimos quadrados dos dados à equação tía re ta .  '
Besultados e Discussão 1d
acõrdo com as re lações .
fKa\ . 7KieKb\ 1
in c lin a ç a o 2 = —  C£Ü
in te rsecç ã o 2 = + ‘ O 0 )
As constan tes-c in é t ic a s  foram  a va lia d a s  a tra vé s  das^ re lações. 171 
a  C101, fazendo-se um a ju s te  ponderado de mínimos quadrados, üs va lo re s  
das constantes c in é t ic a s  o b tid as  para  uma fo rça  íõ n ic a  ig u a l a 0,05 M, 
podem se r v is ta s  na ta b e la  I I I  e os re su lta d o s  ob tidos  pa ra  fo rças  iõni_ 
cas maiores serão d is c u tid o s  a d ia n te .
0 fa to  de a enzima ap re sen ta r in ib iç ã o  po r a l ta s  concentrações dos 
subs tra to s  ex ige  que se dê ce rtos  l im i t e s  ao re a l s ig n if ic a d o  de Ka, 
Kb e V i.  Ka, independente de qua l s e ja  o mecanismo de ação da enzima, 
se rã  a concentração de NADH na qua l a ve loc idade  de reação s e r ia  ig u a l 
à metade oa máxima a concentrações s a tu ra n te s  de c xa lc ace ta to , caso não 
houvesse in ib iç ã o  po r s u b s tra to . S im ila rm en te , independente de qua l se­
ja  o mecanismo de ação da enzima, Kb é a concentração de o xa loace ta to  
na qua l a ve loc idade da reação s e r ia  ig u a l ã metade da máxima a uma con_ 
centração s a tu ra n te  de NADH, caso não houvesse in ib iç ã o  po r s u b s tra to . 
F ina lm ente , V i é a ve loc idade  máxima, a qua l s e r ia  também a ve loc idade  
de reação v e r if ic a d a  experim enta lm ente  a uma concentração s a tu ra n te  de 
arrbos os s u b s tra to s , caso não houvesse in ib iç ã o  p e la  a l t a  concentração 
destes sub s tra to s  V i,  p o rta n to , não co inc ide  com a ve loc idade  máxima 
mensurável, como também não coincidem  com a ve loc idade  máxima mensurá­
v e l,  as ve loc idades máximas aparen tes , função ou da concentração de o- 
xa lo ace ta to  ou da concentração de NADH.
ESTUDO DA INIBIÇÃO POR SUBSTRATO OXALOACETATO
Na f ig u ra  5 podem s e r v is ta s  as curvas de sa tu ração com oxa lo ace ta to .
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F igu ra  5. Ve l'o c i da de de reação versus  o lo g a ritm o  da con­
centração m ic rom o la r de o xa lo ace ta to  a d ife re n te s  fo rças 
iô n ic a s . A concentração de NADH f o i  mantida constante e i ­
gua l a 100 y li. Todos os dados foram  ob tidos a 25,0±0,5°C 
em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0 ,05 li em ace ta to . Aumen­
tos na fo rça  lo n ic a  acima de 0,05 li foram re a liz a d o s  a d i­
cionando KC1. As curvas traçadas , rep resen tam  o a ju s te  pod 
derado de mínimos quadrados dos dados ã equação M i l .  Maio­
res de ta lhes  e xpe rim en ta is  podem s e r v is to s  em M a te ria is  e 
Métodos.
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O g rá f ic o  ê sem ilo g a r ítm ic o  o qua l f o i  u t i l iz a d o  para  p e rm i t i r  uma me­
lh o r  d is t r ib u iç ã o  -g rá fica  dos* pontos e xp e rim en ta i concentraçSes
;de oxa loade ta to  cobrem mais de t rê s  ordens de grandeza. As curvas da f i ­
gura 5 são p e rfe itam en te  s im é tr ic a s  e po r is so  mesmo são d e s c r ita s  com 
p rec isão  po r uma equação semelhante à s im p les re lação  de M ichae lis- ílen-  
ten , d ife r in d o  desta ú lt im a  p e la  s im p les in trodução  de um termo a d ic io ­
na l no denominador:
= Vap B
V Kbap + B + B2/K iap  [11]
Vap e a ve loc idade  máxima ap a ren te / função da concentração de NADH 
e Kbap é a constante de H ic h a e lis  aparente do o xa lo ace ta to , também fun ­
ção da concentração de NADH. K iap , po r sua vez, e uma constante de i n i ­
bição aparente do o xa lo ace ta to , função complexa de uma s e r ie  de ou tra s  
constantes e também da concentração de NADH. Es ta  equação já  e conhe­
cida e u t i l i z a d a  para desc reve r este  t ip o  de in ib iç ã o  po r su b s tra to  de 
longa data (39  ̂ 40) e na forma duplamente re c íp ro ca , to rna-se ig u a l ã 
equação g e ra l [2], forma que f o i  ap ro ve itad a  para o a ju s te  de mínimos 
quadrados.
A equação [11] pe rm ite  um estudo c in é tic o  que pode da r re su ltad o s  
bastan te  conc lus ivos em termos m ecan ís tic o s . G le land  (40) mostrou que 
um máximo de informações podem s e r o b tid as  com uma e xp e riê n ­
c ia  semelhante à da f ig u ra  6. No g rá f ic o  da fi.gur.a 6, o s u b s tra to  va­
r iá v e l  é NADH e a cada curva corresponde uma concentração f ix a  e d i f e ­
re n te  de o xa lo ace ta to , in c lu in d o  não apenas concentrações nas qua is não 
há in ib iç ã o  po r s u b s tra to , mas tambem, concentrações nas qua is e s ta  i n i ­
bição se fa z  p resen te . Pode-se depreender da f ig u ra  6 que a p a r t i r  de 
uma concentração ig u a l a 2 yM, a in c lin a ç ã o  e ã in te rsecção  ao e ixo  
das ordenadas diminuem p rog ress ivam ente  a te  que se a t in ja  uma concen­
tração  ig u a l a 100 y(1. A p a r t i r  de e n tã o , a in c lin a ç ã o  e a in te rs e c ­
ção ao e ixo  das ordenadas vo ltam  a aumentar a té  a concentração l im i t e
‘u t i l iz a d a .  Corno in ib id o r ,  o o xa lo ace ta to  a fe ta  ta n to  a in c lin a ç ã o  como
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a in te rsecção  ao e ixo  das ordenadas, o que c a ra c te r iz a  a in ib iç ã o  não- 
i t i v a  na nom enclatura g e ra l u t i l i z a d a  p o r C le land
A e 
o u tra s
mais s im p les que se pode fo rm u la r, a qua l não e x c lu i 







ü mecanismo I I  é essenc ia lm en te  o mecanismo I  p roposto po r Heyde & 
A insW orth  (15) ao qua l se acrescentou a p o s s ib ilid a d e  da*formação de do is 
complexos i n i b i t ó r i o s , EB e EQB.
A equação de steady-sta te  para o mecanismo I I  pode s e r fa c ilm e n te  
de rivada  com o a u x í l io  do a lg o ritm o  de K ing & A ltm an (37) e na presença 
de produtos pode s e r e s c r ita  da segu in te  m aneira:
v =
V, (AB - PQ/Keq)
KiaKb + KaB + KbA + AB + CKqKiaKb/KpKiiqJP + (K ia K b /K iiq lQ  +■ ABP/Kip 
+ (KqKb/Ki1qKp)AP + (KbKia/KpKiiq)PQ + (Ka/K.i2q)BQ + (1/Kibqxa)QB2
+ (KbKi a/KpKi 1qKi 3 b ) BPQ + (Ka/Kiib)B2 + (KiaKi**b/Kii bKip)BP
+ (1/Ki2b)AB2
Ka, Kb, K ia  e V j possuem o mesmo s ig n if ic a d o  que lhes  f o i  a t r ib u íd o
(12)
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F ig u ra  6. In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  o in v e rs o  da concen tra­
ção de NADH a d ife re n te s  concentrações de o xa lo ace ta to . As concentra­
ções de o xa lo ace ta to , que estão ind icadas  ã d i r e i t a  de cada curva, i n ­
cluem ta n to  concentrações nas qua is não há in ib iç ã o  po r s u b s tra to , como 
também concentrações nas qua is  há in ib iç ã o  po r s u b s tra to . As curvas que 
correspondem a o xa loace ta to  5 e 20 yfl foram  om itid a s  para m aio r c la re ­
za. As curvas traçadas representam  o a ju s te  ponderado de mínimos quadra 
dos à equação da re ta .  Todos os dados foram ob tidos  a 25,0±0,5°C em tam 
pão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 Í1 em ace ta to . Outros de ta lhes  experim en­
ta is  podem s e r ob tidos em M a te ria is  e Métodos.
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na equação (6 ) .  K iiq , po r sua vez, é a constan te  de d issoc iação  do com - 
p lexo  enzima-NAD+ enquanto que K.q e Kp são as constantes de M ic h a e lis  
.ve rd ad e ira s ,para NAD+ -e L-malato, re spec tivam en te . ■>K.±*b é a constante 
de d issoc iação do complexo enz im a-oxa loace ta to . K Í2b e Kd.3b são constan_ 
tes  de in ib iç ã o  aparentes do o xa lo a c e ta to . K ip é a constante de i n i b i ­
ção aparente do L-malato e Keq é a constan te  de e q u i l íb r io  da reação. 
Em re lação  ao mecanismo I ,  o mecanismo I I  e x ige  a in trodução  de v á r io s
termos a d ic io n a is  no denominador da equação de ve loc idade  completa (15).
' o 2 2
Sao e le s  os termos em B , AB , QB e BP. Na ta b e la  I  podem s e r compara 
dos os s ig n if ic a d o s  das constantes c in é t ic a s  comuns aos mecanismos I  e 
I I ,  em termos"'de constan tes” de~velóciciade. Na ta b e la  I I  podê-se' ap re ­
c ia r  o s ig n if ic a d o  das constantes a d ic io n a is  in t ro d u z id a s  no mecanismo 
I I .  A constante c in é t ic a  V2 , que é a ve loc idade  máxima do sen tido  i n ­
verso da reação, L-malato para o xa lo ace ta to , não consta da equação (12] 
po r t e r  s ido  s u b s t itu íd a  po r d ife re n te s  combinações das demais constan­
tes  c in é t ic a s . . '
A observação da ta b e la  I  re v e la  que Ka tem um s ig n if ic a d o  mais com 
p lexo  em termos de constantes de ve loc idade  no mecanismo I I .  Porém, um 
exame acurado re v e la  que a d e fin iç ã o  de Ka no me can is mo I I  é ig u a l ã so_ 
ma do s ig n if ic a d o  de Ka no mecanismo I  com do is termos a d ic io n a is , f o r ­
mados po r uma combinação de constantes de ve lo c id ade . Êstes do is t e r ­
mos a d ic io n a is , po r sua vez, re su ltam  do produto  de K ia  por uma combina 
ção de constantes de ve loc idade , üs va lo res*m edidos de Ka são da ordem 
de 1CT5 M enquanto que os va lo re s  de K ia  são da ordem de 10”6 Í1. Por 
is so , para que os termos a d ic io n a is  possam da r uma c o n trib u iç ão  e fe t iv a  
ao v a lo r  de Ka, os fa to re s  que m u lt ip lic a m  K ia  devem se r ao menos da 
ordem de 10” 1 fl. Uma t a l  dimensão re s u lta  extremamente im p rováve l co­
mo o re ve lo u  exame com parativo com os va lo re s  em g e ra l ob tidos para 
combinações semelhantes de constantes de ve lo c id ade . Por is so , muito 
p rovave lm ente, para e fe ito s  p rá t ic o s , o s ig n if ic a d o  de Ka é id ê n t ic o  em 
ambos os mecanismos.
Deve-se no ta r a inda que no mecanismo I ,  K i lq  = K i 2q, enquanto 
que K i2q, no mecanismo I I ,  tem um s ig n if ic a d o  bas tan te  complexo. r
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TABELA I
S ig n if ic a d o  das cons tan tes  o in é t ic a o  comuns:MãO‘s'ííftecWí*s;'mtís I  e IL> mm 
termos de constantes de ve loc idade  de- acordo com a notação e nomencla­
tu ra  de A la la n d  (27). Para o .meeanriorno I  :,,os dados; foram  ob tidos de 
G le land  (27) . F a i t  í  íeeíânisfflo i L  as re lações foram  derivadas ,pe lo  a l ­
goritm o de King- & A ltm an (37). E^ re p re sen ta  a concentração t o ta l  de eji 
zima. Maiores esc la rec im en tos são dados no te x to .
UJ c
£  5  . 
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SIGNIFICADO DAS CONSTANTES CINÉTICAS
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K7 ^3^5^7 + C.K2K5K7 3 Ckg/kio 3 + Ck2ki+k73 Ckg/kio 3
k 8 k 3 k 5 k 8 + ( k 2 ksk 8 3 ( k 1 1 /k  1 2 3 + (k 2 kg k $ 3 Ck 1 \/k  1 2 3
Ka
L 5 k 7 L 3 k 5 k 7 + C k 2k 5 k 7 3 (kg/k.i 0 3 + Ck2kg k 7 3 Ckg /k  10 3
k 1 C k 5 + k 7 3 k j Ck5 + k 7 1 k 3
Kh k 7 C k + ks 3 k 7 Íkit + k 5 3fsP
k 3 í k 5 + k 7 3 k 3[ks + k?J
Kq
k 2kg k 2kg
ks ( k 2 + ki* 3 k 8 C k 2 + kg 3
Kp
k 2 (kit + ks 3 k 2 Ckit +
k 6 Í k 2 + kg 3 k 6 (k '.2 + kit 3
K i3b
k 2 + kg 
k 3
k 2 + kg 
k 3
Kip
ks + k7 
ke
k 5 + k 7 
ke
v 2
k 2kifE t 
k 2 + kit
k 2kitE t 
k2 + kit
V i
k 5k 7E t 
. ■ ks + k7
k 5k 7E t 
ks + k7
Keq k i k 3k5k7
k . ik 3ksk7
k 2k itk6k8 k 2kitk6k8
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TABELA I I
'S ig n if ic a d o  das constantes c in é t ic a s  e x is te n te s  apenas na equação de v e l£  
cidade do mecanismo I I  em termos de constan tes de ve loc idade  de -acordo 
com a notação e nomenclatura de C le land  (27) . As re lações  foram  d e r iv a ­
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Na tabeh I I  pode-se v e r  que:apenas a constante de d issoc iação do 
complexo.EB pode s e r  ob tid a  no t ip o  de experim entos aqu i re la ta d o s .K i2b 
'não é rea lm en te  a constante ce d issoc iação  do : complexo EQB e sim -,o seu 
produto po r uma combinação de constantes de ve loc idade . Porém, se
k s > > k 7 , então o v a lo r  medido, na p rá t ic a ,  se rá  ig u a l à constante de 
d issociação do complexo EQB.
Se na equação (12) impomos a condição P = Q - 0, is to  é, na ausên­
c ia  de p rodu tos, a equação reduz-se a uma expressão mais s im p les , que 
na forma duplamente re c íp ro ca  pode s e r e s c r ita :
1 _ Ka/KiaKb ■
v '  Vi\ KaB K iib A V i
A equação (13) d ife re  das formas re c íp ro cas  da equação (6) p e la  
inc lu são  dos termos B /K iib  e B /K i^b . Estes termos são s ig n i f i c a t i ­
vos apenas a concentrações re la t iv a m e n te  e levadas de o xa lo ace ta td , po is 
a concentrações ba ixas de o xa loace ta to  o g rá f ic o  secundário  de in c l in a ­
ções e in te rsecçõ es  e função l in e a r  do in ve rso  da concentração de oxa-
l,o ace ta to . - •
A in c lin a ç ã o  e a in te rsecção  são dadas p o r:
. v . ~ (K±aKb\ 1 , / Ka . /Ka\
an c lin açao , ■ (14)
in te rsecção  3 =
Kb
V
^ )- 1_  ♦ (_i_\
1/ B \ViKi2b/ \ V i/
C15J
As equações (14) e (15) enquadram-se na equação (2 ) , mencionada em 
b ia te ria is  e Métodos. Pára v e r se os dados e xp e rim en ta is  se a justam  .ã̂
Besu ltados e D iscussão
lo® [OXALGACETATO]
F ig u ra  7. In ve rso  das in c lin a ç õ e s  (A) e in ve rso s  das in te rsecçõ es  ao 
e ixo  das ordenadas (B) ob tidos da f ig u ra  6, versus  o lo g a ritm o  da con­
centração m ic rom o la r de o xa lo a c e ta to . Qs pontos representam  o in ve rso  
das in c lin a ç õ e s  ou o in ve rso  das in te rsecções  e as b a rra s  os re s p e c t i­
vos e rro s  padrões ob tidos pe lo  a ju s te  ponderado de mínimos quadrados à 
equação da re ta  das curvas da f ig u ra  6. As curvas traçadas nos g r á f i ­
cos A e B representam  o a ju s te  ponderado dos dados às equações (14) e 
(15) respectivam ente .
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t e o r ia ,  re a lizo u - se  um a ju s te  de minimos quadrados para cada caso. Os 
■gráficos A e B da f ig u ra  7, mostram que den tro  dos l im ite s  do e rro  expe 
r im e n ta l,  o a ju s te  é rea lm en te  s a t is f a tó r io .  Na f ig u ra  7 ,colocou-se nos 
g rá f ipos os in ve rso s  das in c lin a ç õ e s  e in te rsecçõ es  con tra  o lo g a ritm o  
da concentração de o xa loace ta to , para p e rm i t i r  uma m elhor d is t r ib u iç ã o  
dos pontos e para que a curva f ic a s s e  com a concavidade vo ltad a  para 
b a ixo . Este t ip o  de g rá f ic o  pe rm ite  também a p re c ia r  m elhor as r e la ­
ções de predom inância que exercem os termos em B e em B“ 1 nas equações 
(14) e (1 5 ). Na p r im e ira  fase , ascendente na f ig u ra  7, predomina o 
termo em B "1 enquanto que ra fase  descendente, apenas o termo em B é 
s ig n i f ic a t iv o .  Porém, na fase in te rm e d iá r ia ,  ambos os termos são s ig n i­
f ic a t iv o s .  É im p o ss íve l, p o rta n to , d e te c ta r q ua lq u e r fenômeno r e la t iv o  
à in ib iç ã o  po r s u b s tra to  em estudos de ve loc idade  i n i c i a l ,  càso nestes 
estudos se u t i l i z e  a fase em que apenas os termos em B” 1 são s ig n i f ic a ­
t iv o s .  Uma v e r if ic a ç ã o  da ta b e la  I I I  re v e la  que as duas constantes de 
in ib iç ã o , K iib  e K i2b , são bem maiores que as demais constantes c in é ti_  
cas. Na re a lid a d e  a d ife re n ç a  é de t rê s  ordens de grandeza, da í os t e r ­
mos que contém B no numerador da equação (13) serem s ig n if ic a t iv o s  a­
penas quando B f o r  re la t iv a m e n te  grande. '
" As porções descendentes das curvas das f ig u ra s  5 e 7, na re a lid a d e  
encerram uma re lação  l in e a r  e n tre  o in ve rs o  da ve loc idade  de reação, 
in c lin a ç ã o  ou in te rsecção  ao e ixo  das ordenadas e a concentração de oxa_ 
lo a c e ta to . Uma amostra d is to  é o g rá f ic o  A da f ig u ra  8, o qua l mostra 
a re lação  l in e a r  e n tre  o in ve rso  da ve loc idade  de reação e a concentra­
ção de o xa lo ace ta to , den tro  da fa ix a  em que há in ib iç ã o  po r s u b s tra to .
As constantes c in é t ic a s  Ka, K ia , Kb e V j que aparecem nas equações 
(14) e (15) são teo ricam en te  as mesmas que aque las que ocorrem nas equa 
ções (7) a (10 ), e a serem c o rre ta s  as suposições f e i ta s  acima, os va­
lo re s  ob tidos u t i l iz a n d o  ba ixas concentrações de oxa loace ta to  deveriam  
c o in c id ir  com os va lo re s  ob tidos u t i l iz a n d o  a lta s  e ba ixas  concentra­
ções de o xa lo ace ta to . A ta b e la  I I I  mostra que den tro  de uma c e rta  maj? 
gem de e r ro  e xpe rim en ta l os va lo re s  ob tidos em ambos os t ip o s  de expe- 
■riência concordam razoave lm en te .
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TABELA . I I I
jpgpja^ação ps v a lo ms das .;Qpns.i:an:t..e.s c in é t ic a s  ob tid as  a fa ix a s
tooppen trações : ;de ^ xa lo aaa ta tQ  u t i l iz a o d o  a .equação (6) e os va lo ra s  :Qb~ 
t id o s  a ba ixas  6 a lta s  concentrações de o xa lo ace ta to , u t i l iz a n d o  a e­
quação C i33. As condições expe rim en ta is  foram : tampão t r is - a c e ta to  pH
8,0 a  0,-05 M em ace ta to ; tem pera tu ra : 25 ,0±0,5°C. Maiores de ta lhes e x­
p e r i  me n t  a i s  podem s e r v is to s  em M a te ria is  e Métodos.
Constantes c in è t i-  
cas.
V a lo re s  ob tidos com 
ba ixas concentra­
ções de oxaloaceta- 
to .
Va lo re s  ob tidos com 
ba ixas  e á lta s  con­
centrações de oxalo_ 
ac e ta to .
K ia  CpM) 4,74±0,57 4,74
Ka (pM) 9 , 70±0,23 10,32
Kb (pM) 2,42± 0,17 2,47
\1\ (nm o les/m in .) 4,41±0,10 4,54
K i lb  CmND - 4,03
K i2b (mM) ' “ ' 1,13 ,
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Os re su lta d o s  do estudo da in ib iç ã o  p o r su b s trá td  pe lo  oxaloaceta- 
to  reve lam , p o rta n to , que es ta  in ib iç ã o  pode s e r enquadrada no mecanis­
mo I  p ro p o s to 'p o r Heyde & A in s w o r th (15) . C le lapd  (27ò mostrou que 
estudos de in ib iç ã o  po r p rodu tos, id ê n t ic o s  aos re a liz a d o s  po r Heyde & 
A insw orth  (15) pa ra  p ropo r o mecanismo I ,  não podem p e rm i t i r  uma d is ­
tinção. e n tre  o mecanismo I  e o mecanismo iso-Theo re ll-C hance , aba ixo :
( I I I )
F, rep re sen ta  uma forma isôm era, e s tá ve l"  da enzima. 0 mecanismo I I I  
ap resenta  o mesmo padrão de in ib iç ã o  po r p rodutos que o mecanismo I
(28). Na re a lid a d e  as equações de ve loc idade  dos mecanismos I  e I I I  
são id ê n t ic a s  quando e s c r ita s  na forma de c o e f ic ie n te s  (27). Por is to ,  
os dados de Heyde S A insw o rth  (15) são co ns is te n te s  também com o meca­
nismo I I I , embora os mecanismos do t ip o  Theore ll-Chanee sejam encara­
dos com ce tic ism o  (27) . A in ib iç ã o , po r s u b s tra to  causada pe lo  oxaloace- 
ta to ,  po r ou tro  lado , não pode s e r enquadrada tão fa c ilm en te  no mecanijs 
mo I I I .  Como se v iu ,  a in ib iç ã o  causada pe lo  o xa lo ace ta to  è não-compe- 
t i t i v a  e para que isso  oco rra  é necessá rio  que na equação de ve loc ida-
o 2
de apareçam termos em B e AB no denominador. Se houver apenas termos
Q *0 O
em B a in ib iç ã o  sera c o m p e tit iv a  e se houver apenas termos em AB , se-
^  ■ 0 0 
ra  in c o m p e t it iv a . No caso do mecanismo I I I ,  os termos em B e AB so­
mente apareceriam  na equação de ve loc idade , caso se adm itis se  a forma - 
ção dos complexos in ib i t ó r io s  EBB, EBP e FB:
( IV )
A equação de ve loc idade do mecanismo ( IV )  s e r ia  p ra ticam en te  idên-
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F ig u ra  8. In ve rso  da ve loc idade  versus  concentração de o xa lo ace ta to  CA) 
ou concentração de NADH (B ). No g rá f ic o  A a concentração de NADH f o i  
ig u a l a 100 yM. e no g rá f ic o  B a concentração de o xa lo ace ta to  f o i  ig u a l 
a 100 yM. Todos os dados foram  ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is -  
acetato  pH 8,0 e 0,05 M em ace ta to . No g rá f ic o  A os pontos experim en­
t a is  correspondentes a concentrações de o xa lo ace ta to  in f e r io r e s  a 0,1 
mM foram om itid o s . ’ Também no g rá f ic o  A, a curva traçada  corresponde ao 
a ju s te  ponderado de mínimos quadrados dos dados e xpe rim en ta is  à equação 
C11). Maiores de ta lhes e xp e rim en ta is  podem s e r v is to s  em M a te ria is  e 
Métodos.
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t in a  a equação de ve loc idade do mecanismo I I  -se e s c r it a  na forma de cqe_ 
f lc ie n te s ,  apenas com um termo a mais, termo este  em APB . A in ib iç ã o  
ide ,sub:^trato -pélo, o xa io ace ta iA  çseria  .nao séntanto, nãd-com petitiva^e os 
dados e xp e r i  me n ta  is  p o r. ta  n to  são cons is ten tes  com o mecanismo IV .  No 
en tan to , uma a n a lis e  do mecanismo IV  re v e la  que é necessá rio  fa z e r  su­
posições bem pouco p la u s ív e is  no tocan te  aos complexos in ib i t ó r io s .  0 
mecanismo IV  não possu i complexos te rn á r io s  a t iv o s  e no en tan to  e nece^s 
s á r io  ad m itir- se  a e x is tê n c ia  dos complexos te rn á r io s  in a t iv o s  EBB e 
EBP. A in trodução  do complexo EBB pode g e ra r um termo em B e o com-
9  M
p lexo  EBP pode o r ig in a r  um termo em AB . A formaçao de complexos como 
-esses- re s u lta  -pouco ló g ic a  p o i  s ' -a dmi te  -se q ue ̂  o~o xa 1 o a ce ta  to  p o ssa foT="~ 
mar complexos in ib i t ó r io s  em lo c a is  onde NADH e NAD+ deveriam  mas não 
podem fo rm ar*com p lexos’a t iv o s .  Mais ra zo á ve l e o complexo in ib i t ó r io  FB
0 qua l porem o r ig in a  apenas um termo em AB2 . A p o s s ib ilid a d e  da fo rm a­
ção de um complexo in a t iv o  EB a p a r de o u tro  a t iv o  e i r r e le v a n te  po is  
este  não o r ig in a r ia  termos quad rá tico s  em B. Estes argumentos são im ­
p o rtan tes  no que se re fe re  a uma p o s s ív e l d is t in ç ã o  e n tre  os mecanismos
1 e I I  de um lado e I I I  e IV  de o u tro . Estes ú ltim o s  podem se r aponta­
dos como bas tan te  im p rováve is  em v ir tu d e  de serem bem pouco p la u ­
s ív e is  os complexos in ib i t ó r io s ,  EBB, EBP, FB, necessá rios para ex­
p l ic a r  a in ib iç ã o  não-com petitiva  causada pe lo  o xa lo a c e ta to . S iiv e r-  
s te in  & Su lebe le  (41) apontaram também e v id ênc ia s  fa vo rá ve is  ao meca­
nismo I  num e s tu d o .c in é tic o  no qua l u t i l iz a r a m  isó topos ra d io a t iv o s . Os 
mesmos au to re s , no en tan to , não detectaram  os complexos in ib i t ó r io s  EB 
e EBQ, porém apontaram e v id ênc ia s  fa vo rá ve is  ã e x is tê n c ia  de um comple­
xo a b o rt iv o , EAP. A e x is tê n c ia  de um complexo EAP, no en tan to , é fenô­
meno c o n t ra d itó r io  já  qüe neste caso o L-malato d e ve ria  ocas iona r in ib i_  
ção po r s u b s tra to  em a lta s  concentrações quando na re a lid a d e  o que o­
co rre  é a tivação  ( 6 73 15). R ava l & W olfe (13) também postu la ram  a 
formação de complexos EB e EQB num estudo re a liz a d o  com a enzima mito- 
c o n d r ia l de coração de porco, a qua l também, aparentem ente, segue o me­
canismo I  a b a ixas  concentrações de s u b s tra to s . Se êstes complexos 
EB e EQB não ex is tem , torna-se d i f í c i l  enquad rar a in ib iç ã o  po r subs­
t r a to  causada, pe lo  o xa loace ta to  no mecanismo I ,  sendo necessá rio  admi­
t ir- s e  o u trü  s í t i o  de lig ação , independente do cen tro  a t iv o ,  no qua l a
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ligação  «do .oxa loacetato  p ro d u z ir ia  complexos in ib i t ó r io s .  Se este  f o r  o 
ça.s.o., t a is  complexos deveriam -ser completamente in a t iv o s  já  que se es- 
■ te  não fosse o caao, a curva do g rá f ic o  8, d e ve ria  •'se r uma
íh ipé rbp le  ou de m aio r complexidade (40), quando na re a lid a d e , a re lação  
e-pe rfe itam en te  l in e a r .
ESTUDO DA IN IB IÇ ÃO  FOR SUBSTRATO: NADH
Quando., . c o mp ar.ada_..com a _i.n ib ição-provocada por., alta-s. concentraçõe s~
de o xa lo ace ta to , o mesmo fenômeno provocado po r a lta s  concentrações de 
NADH mostra v á r io s  aspectos fundamentalmente d ife re n te s .  P rim e iram en­
te ,  como mostra a f ig u ra  9, não são necessá rias  concentrações muito e l e ' 
vadas para p rovoca r uma in ib iç ã o  quase completa. Numa concentração em 
to rno  de 0,63 mH, a ve loc idade  da reação á apenas 6% da máxima v e r i f ic a  
da experim en ta lm en te . Corra in ib id o r ,  o NADH e po is  a ltam en te  e f ic ie n ­
te .  Em segundo lu g a r, a in ib iç ã o  po r NADH não e l in e a r ,  como se. pode 
ve r c la ram ente na f ig u ra  8-B e po r is so  mesmo não pode s e r d e s c r ita  po r
uma re lação  tão s im p les como a equação (113. A f ig u ra  8-B sugere a
presença de termos quad rá tico s  em A na forma re c íp ro ca  das equações 
de ve lo c id ad e , porem, os dados não se a justam  a uma equação que descre­
ve a in ib iç ã o  p a rab ó lic a  po r s u b s tra to  (40)3
_ L = /I<aap| 1 + + qA + bA2) ,  - (163
v \Vap/ A Vap . v
fa to  que uma a n á lis e  de mínimos quadrados comprovou. Embora não- ha ja  
dúvidas, p e la  forma da curva do g rá f ic o  8-B, que deve have r termos qua­
d rá tic o s  em A, ou de m aio r xrrdem, na equação de ve lo c id ade , e bas tan te  
d i f í c i l  v is u a l iz a r  a re lação  c o rre ta . Alem de termos quad rá tico s  em A 
ou de m aio r ordem, devem tambem e x i s t i r  termos em A no denominador do 
termo que m u lt ip l ic a  1/Vap, po is  a s im p les adição de termos ao numera - 
dor não pode e x p lic a r  a porção c e n tra l da curva da f ig u ra  8-B, a não
se r ta lv e z ,  com a in trodução  de termos n ega tivo s , o que porem, e des­
p rov ido  de s ig n if ic a d o .
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F ig u ra  9. Ve loc idade de reação a concentração
de NADH a d ife re n te s  fo rças  iô n ic a s . A concentração 
de o xa loace ta to  f o i  mantida constante e ig u a l a 100 
]iri. Todos os dados foram  ob tidos a 25,ü±ü,5°C em tam­
pão t r is - a c e ta to  pH 8,0. e 0,05 M em ace ta to . Aumen­
tos na fo rça  iô n ic a  acima de 0,05 M foram  re a liz a d o s  
adicionando KC1. Maiores de ta lhes  e xp e rim en ta is  po­
dem se r ob tidos em M a te ria is  e Métodos.










F ig u ra  10. In ve rso  da ve loc idade  de reação versus 
a concentração de NADPH (A) ou NAD+ CB). Na expe­
r iê n c ia  do g rá f ic o  A as concentrações de NADH e o- 
xa lo ace ta to  foram ambas ig u a is  a 100 yf1. Na expe­
r iê n c ia  do g rá f ic o  B a concentração de oxa loaceta- 
to  f o i  20 yfl. Todos os dados foram  ob tidos  a
25,'0±0,5°C em tampão tr is - a c e ta to . pH.8,0 e 0,D5: 
em ace ta to , f la io re s  de ta lhes  e xp e rim en ta is  podem 
s e r v is to s  em M a te ria is  e Métodos.
Resultados e Dispussão 36
Enquadrar a in ib iç ã o  po r NADH nos mecanismos I* e  I I ,  em v is ta  dos 
dados e xp e rim en ta is , apresehta. uma serie- tie d if ic u ld a d e s . P a r t ic u la r ­
mente, a necessidadea.4e se i n o lu i r  termos .contendo A no; çdenotónarior da 
forma duplamente re c íp ro ca  da equação de ve loc idade , f a la  a fa v o r de s.í 
t io s  de lig ação  in suspe itados  po r ou tro s  dados c in é t ic o s . C le land  (40) 
mostra que u in trodução  de termos contendo a concentração de .q u a lq u e r  
in ib id o r ,  se ja  p roduto ou s u b s tra to , no denominador da forma duplamente 
rec íp ro ca  das equações de ve loc id ade , testemunha a fa v o r  da e x is tê n c ia  
de v ia s  a lte rn a t iv a s  que levam  ã formação de p rodu to . Uma v ia  a lte rn a ­
t iv a  pode s e r devida a uma in ib iç ã o  p a rc ia l ern que os complexos in ib ito _  
rios. a inda dao origem  a p rodu tos, porem, numa ve loc idade  menor. No p re ­
sente caso, é p o s s ív e l que do is t ip o s  de in ib iç ã o  se superponham: um
p a rc ia l e o u tro  completo. 0 p r im e iro  predominando na porção c e n tra l da 
curva da f ig u ra  8-B e o segundo tornando-se s ig n i f ic a t iv o  apenas na 
porção f in a l  da mesma cu rva . S e ja  como fo r ,  a u t i l iz a ç ã o  de ba ixas 
concentrações de NADH é p e rfe itam en te  coerente de e xp e r iê n c ia  a expe­
r iê n c ia ,  o que le v a  a c re r  que po r complexa que s e ja , a expressão l im i ­
te  que descreve a dependência da ve loc idade  de reação da concentração 
de NADH é rea lm ente  a s im p les re lação  de N ichae lis- P len ten .
Uma e xp e riê n c ia  a d ic io n a l,  mostrada no g rá f ic o  A da f ig u ra  10, u t l  
liz a n d o  NADPH que como su b s tra to  é p ra ticam en te  nu lo  e que na presença 
de NADH in ib e  a a t iv id a d e  da enzima, mostrou que um ,g rá fico  do in ve rso  
da ve loc idade de reação versus  a concentração de NADPH tannbém mostra u­
ma c u rva tu ra , semelhante ã da f ig u ra  9-B. Êste re s u lta d o  c o n t ra r ia  o 
que se e sp e ra r ia  o b te r caso o NADPH apenas competisse com o NADH pe lo  
s í t i o  de lig ação  deste ú lt im o , po is  neste  caso, a curva do g rá f ic o  A da 
f ig u ra  10 d e ve ria  s e r l in e a r .  Uma das in te rp re ta ç õ e s  que se pode da r a 
êste fenômeno é que o NADPH, além de com pe tir com o NADH pe lo  s í t i o  de 
lig ação  deste, também age de forma semelhante ao NADH na formação de 
ao menos alguns dos complexos in ib i t ó r io s  que ês te  é capaz de fo rm a r. 
Se assim fo r ,  pode-se d iz e r  também que êste  e f e ito  é aparentemente es­
p e c íf ic o  para as formas reduz idas  das coenzimas, po is  com a forma oxidja 
da, NAD+,^nenhum e fe ito  semelhante _ fo i observado, embora _a. máxima con-
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•centração da NAo" u t i l iz a d a  supere em dez vezes a máxima concentração 
;de NADH,iempregada. . Is to  pode :ser v is to , no ^g rá fic o  B da f ig u ra  10. , As
re lações l in e a re s  que .se , yiem a í , são j ustamente as p re v is ta s  para uma 
eo,npe t iç ã o  do NAD+ com o NADH pe lo  mesmo s í t i o  de lig ação , sem que ha ja  
nenhuma ação semelhante ao NADH ou NADPH na formação de ou tro s  comple­
xos i n ib i t ó r i o s .
A in ib iç ã o  po r su b s tra to  p e la  coenzima não e fenômeno comum en tre  
as desid rogenases, porem, e também m uito pouco estudado. Hakala e t d l . 
(42) mostraram que para a la c ta to  desid rogenase, a in ib iç ã o  po r subs­
t ra to  pe lo  NADH e ra  d e te c tá ve l a ba ixas  concentrações de p iru v a to ,  po­
rem in e x is te n te  a concentrações re la t iv a m e n te  a lta s  de p iru v a to .  É pos­
s ív e l que uma lim ita ç ã o  técn ica  desfavoreça estudos a a lta s  concentra­
ções de NADH, po is  a densidade õ t ic a  de soluções com concentração supe­
r i o r  a 1 mM é muito grande no comprimento de onda u t i l iz a d o .  Nenhuma 
e xp e riê n c ia  a d ic io n a l f o i  re a liz a d a  para a v e r ig u a r  o p o s s ív e l mecanis­
mo da in ib iç ã o  de s ub s tra to  causada po r NADH já  que d if ic i lm e n te  r e s u l­
tados conc lus ivos poderiam s e r ob tidos dadas as lim ita ç õ e s  da c in é t ic a  
de s te adij^ S ta te  em l i d a r  com re lações  complexas como as que aqui foram 
d e s c r ita s .
ESTUDO DA IN IB IÇ ÃO  POR PRODUTO: L-MALATO
0 estudo c in é t ic o  da reação c a ta liz a d a  p e la  L-malato desidrogenase 
na d ireção  L-malato para o xa loace ta to  ap resen ta  s é r ia s  d if ic u ld a d e s  de­
vido à des fa .vo rab ilid ade  da constante  de e q u i l íb r io  (6X 15) . Po r is so , 
o seu estudo não pode se r f e i t o  sem o uso de técn ic as  e sp ec ia is  (143 
15). Em v is ta  d isso , no p resen te  t ra b a lh o , dec id iu-se e s tu d a r as ano­
m alias c in é t ic a s  p roduzidas po r a lta s  concentrações de L-malato, exa­
minando a in ib iç ã o  po r produto que este  reagente  ocasiona na d ireção 
oxa loace ta to  para L-malato.
, Heyde & A insw o rth  (15) determ inaram  o padrão completo de in ib ição^
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por produtos pa ra  a L-malato desidrqgenase m ito c o n d ria l de coração bovi_ 
no, e v ita nd o  concentrações nas qua is as anom alias c in é t ic a s ,  in ib iç ã o  
ou a tivação  po r s u b s tra to , tem lu g a r .  Estas anom alias, porém, serão 
necessariam ente detectadas em estudos de in ib iç ã o  po r p rodu to , caso se 
u t i l i z e  concentrações nas qua is d ita s  anom alias se tornam  s ig n i f i c a t i ­
vas, A equação de s teaãy- sta te  do mecanismo I ,  na presença de L-malato 
e ausência de NAD+, na forma duplamente re c íp ro ca , pode s e r e s c r ita
v
ou
K a f + K ia K b / , KqP V 




'  vTVV i i A /\ K i
\ J L f 1 + JSa + -^\  .
i iq K p j B Vi V A K ip / (18)
As equações (17) e (18) mostram que qua lq ue r que s e ja  o sub s tra to  
v a r iá v e l,  NADH ou o xa lo ace ta to , a in ib iç ã o  po r L-malato deverá se r sem­
pre. não- com pe tit iva . Que is to  rea lm en te  oco rre  pode s e r v is to  nas f i ­
guras 11 e 22 e tambem em Heyde & A insw o rth  (15 ). Da equação (17) pode- 
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V lK ip  V iK iiq K p
( 2 0 )
S im ila rm en te , da equação (18) pode-se v e r  que:
. ,. /Kb KiaKb\ /Kb  ̂KiaKb\/ Kq )D
anclinaçans - ^  * - ^ j  * (2 1 )
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[O X A L O A C E T A T O ] -1 (M )"‘ x IO-5
F igu ra  12. In ve rso  da ve loc idade  versus  o inver\ 
so da concentração de o xa lo ace ta to  a d ife re n te s  
concentrações de L-m alato. A concentração de 
NADH f o i  mantida constante e ig u a l a 100 y fl. As 
curvas representam  o a ju s te  ponderado de mínimos 
quadrados ã equação da re ta .  Todos os dados fo ­
ram ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  
pH 8,0 e 0,05 M em ace ta to . Outros de ta lhes  ex­
pe rim en ta is  podem s e r encontrados em M a te ria is  e 
Métodos.
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F ig u ra .11. In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  
o in ve rs o  da concentração de NADH a d ife re n te s  
concentrações de L-m alato. A concentração de 
o xa loace ta to  f o i  mantida constante e ig u a l a 
100 yM. As curvas representam  o a ju s te  pondera­
do de mínimos quadrados ã equação da re ta .  To­
dos os dados foram  ob tidos a 25,0±0,5°C em tam­
pão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 H em ace ta to . 0u_ 
t ro s  de ta lhes  e xpe rim en ta is  podern s e r ob tidos 
em M a te ria is  e Métodos.
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0 que as re lações (19) a (22) reve lam  e que as in c lin a ç õ e s  e as
in te rsecções  ao e ixo  das ordenadas das e xp e riê n c ia s  das f ig u ra s  11 e 12
deveriam  s e r funções lin e a re s  da concentração dê L-malato e caso o me­
canismo I  (ou também o mecanismo I I )  fosse in te ira m e n te  v a lid o , para 
qua lque r concentração de L-m alato. Os dados e xpe rim en ta is  no en tan to  
revelam-se in c o n s is te n te s  com as p rev isões  f e i t a s .  Com e fe ito ,  um exa­
me das f ig u ra s  13 e 14 re v e la  que em ambos os casos a in c lin a ç ã o  e a
in te rsecção  não são funções l in e a re s  da concentração de L-m alato. Na 
re a lid a d e , as curvas das f ig u ra s  13 e 14, reve la ram -se h ip é rb o le s  do 
t ip o  (28)y
â t3 P
in te rsecção  ou in c lin a ç ã o  = , (23)
o que f o i  constatado po r uma a n á lis e  e s ta t ís t ic a .
Os desvios da lin e a r id a d e  eram rea lm en te  esperados, porém, apenas 
em concentrações mais e levadas do que aquelas u t i l iz a d a s  nas e xp e riê n ­
c ias  das f ig u ra s  11 e 22 já  que Heyde & Ains.worth (15) declaram  que as 
re lações do t ip o  daquelas das f ig u ra s  13 e 14 são lin e a re s  para concen­
trações não muito d ife re n te s  de L-malato que as u t i l iz a d a s  aqu i. Ocorre 
que a preparação enz im ã tica  u t i l iz a d a  no p resen te  tra b a lho ,p ro p o rc io n o u  
va lo re s  para as d ive rsas  constantes c in é t ic a s , sempre menores que as 
repo rtadas po r Heyde & A in sw o rth  (15) > fa to  que e x p lic a  o aparecimento 
das anomalias devidas ao L-malato em concentrações mais ba ixas que as 
esperadas. As d ife renças  devem-se poss ive lm en te  a d ife renças  no p ro ­
cesso de p u r if ic a ç ã o  da enzima, po is  e.sta é rea lm en te  m uito in f lu e n c ia ­
da pe los métodos de extração  e p u r if ic a ç ã o  . No p re sen te  tra b a lh o ,
não f o i  om itido  o tra tam ento  pe lo  c a lo r  in t ro d u z id o  po r E ng la rd  & Sie- 
pgel (7) nas ú ltim as  etapas de p u r if ic a ç ã o , o que f o i  om itido  po r Heyde
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F ig u ra  13. In c lin a ç õ es  (A) e in te rsecçõ es  ao e ixo  
das ordenadas CB] ob tidos da f ig u ra  11 versus  a 
concentração de L-malato, Os pontos representam  
in c lin a ç õ e s  ou in te rsecções  e as b a rra s  os respec 
t iv o s  e rro s  padrões ob tidos pe lo  a ju s te  de m ín i­
mos quadrados ã equação da re ta  das curvas da f i ­
gura 11. As curvas traçadas nos g rá f ic o s  A e B re 
presentam o a ju s te  ponderado de mínimos quadrados 
dos dados ã equação (23 ).
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F ig u ra  14. In c lin a ç õ es  CA3 e in te rsecções  ao e ixo  
das ordenadas CB) ob tidos da f ig u ra  12 versus  a 
concentração de L-m alato. Os pontos representam  
in c lin a ç õ e s  ou in te rsecçõ es  e as b a rra s  os re s ­
pec tivo s  e rro s  padrões ob tidos  pe lo  a ju s te  ponde­
rado de mínimos quadrados à equação da re ta  das 
curvas da f ig u ra  12. As curvas traçadas nos g rá­
f ic o s  A e B representam  o a ju s te  ponderado de m í­
nimos quadrados à equação [23).
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& A insw o rth  (15). O u tra  d ife re n ç a  re s id e  no fa to  de que no p resen te  
tra b a lh o  o ponto de p a it id a  pata  o 'processo de p u r if ic a ç ã o  f o i  p6 dèto 
n ico m ito c o n d ria l enauanto aue na metodo lo e ia  u t i l i z a d a  po r Heyde & 
A insw o rth  (15) o ponto de p a r t id a  f o i  po ce tôn ico  de coração in t e i r o .  
Aparentemente estas são as únicas causas que se pode ria  apon ta r para 
e x p lic a r  t a is  d ife re n ç a s  de comportamento.
Como demonstra C le la n d  (283 40) ,  a in ib iç ã o  h ip e rb ó lic a  surge sem 
pre que ha v ia s  a lte rn a t iv a s  que levam ã formação de p rodu tos. Is to  
pode s e r consta tado , elaborando-se mecanismos h ip o té t ic o s  com v ia s  a l ­
te rn a t iv a s  e deri-vando as. equações correspondentes-, Fenomeno_..same 1 han_. 
te  ao aq u i mostrado f o i  constatado po r W ra tten  & C le la nd  (43) em t r a
balho re a liz a d o  com a á lc o o l desid rogenase. Porém, no caso da á lco o l
desid rogenase, a c u rv a tu ra  observada nos g rá f ic o s  secundários t in h a  a 
concavidade vo lta d a  pa ra  cima e os au to res  in te rp re ta ram - n a  como sendo 
uma função 2/1 (equação 5 ). 0 s ig n if ic a d o  g e ra l é no en tan to  o mesmo
que o e spec if ic ado  ácima para a equação (23], is to  é, deve have r v ia s
a lte rn a t iv a s  que levam ã formação de p rodutos, o que f o i  pos te rio rm en­
te  demonstrado pe los mesmos au to res  (44). D aparecimento em t a is  in s ­
tânc ia s  de uma re lação  h ip e rb ó lic a  como a equação (23] ou de uma fu n ­
ção 2/1, tem po is  o mesmo s ig n if ic a d o  básico, d ife r in d o  apenas em de­
ta lh e s  e no grau de complexidade. A função 2/1, dependendo dos v a lo ­
res  r e la t iv o s  das constan tes, pode ap re se n ta r uma c u rv a tu ra  com a con­
cavidade vo lta d a  para cirna ou para ba ixo  ou a inda a p re se n ta r uma re ­
lação l in e a r  apa ren te . No caso das curvas das f ig u ra s  13 e 14, pe lo
menos a do g rá f ic o  A da f ig u ra  14, p a re c e r ia  â p r im e ira  v is ta ,  muito 
mais semelhante às curvas te ó r ic a s  para  a função 2/1 encontradas na l j i  
te ra tu ra  (37) do que rea lm en te  uma h ip é rb o le  do t ip o  da equação (23] . 
Para e x c lu i r  ou c o n firm a r es ta  p o s s ib ilid a d e , fêz-se também um a ju s te  
de mínimos quadrados de todos os dados das f ig u ra s  13 e 14, à função 
2/1,
.  ̂ ~ • . ~ 3 + bP + cP2 fo/^
in te rsecção  ou m c lin a ç a o  =   z --- . 124]
I + 0 r
üs re su lta d o s  ob tidos  reve la ram -se fa vo rá ve is  à equação (23] como
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a que m elhor descreve as curvas das f ig u ra s  13 e 14. Com e fe ito ,  o tes- 
t;G F de Snedecor de s ig n if ic â q c ia  re g is t ro u  urna p ro b a b ilid a d e  de 9 9% pa 
ra  todas as cu rvas , no caso do a ju s te  à equação (23]. Para o a j uste 
ã equação 1.24] as p ro b ab ilid ad e s  re ve ladas  pe lo  mesmo te s te  de s ig n i f i-  
cância foram  de 90% para a curva do g rá f ic o  A da f ig u ra  13, 90% para 
a curva do g rá f ic o  B da f ig u ra  13, 95% para a curva do g rá f ic o  A da f i ­
gura 14 e 90% pa ra  a curva do g rá f ic o  B da f ig u ra  14. 0 a ju s te  dos
dados dos. g rá f ic o s  A e B da f ig u ra  14 ã função 2/1 re ve lo u  alem do mais 
o aparecimento de constantes n e g a tiva s , as qua is  tem s ig n if ic a d o  e x t r e ­
mamente duvidoso em c in é t ic a  de s tead y- s ta te .
As c u rva tu ra s  do t ip o  das observadas nos g rá f ic o s  13 e 14, podem 
s.er bem pouco pronunciadas às vezes e passar desperceb idas, p r in c ip a l - 
mente quando não .são esperadas. A curva do g rá f ic o  A da f ig u ra  14, pa r 
t ic u la rm e n te , pode s e r fa c ilm e n te  in te rp re ta d a  como uma re lação  l in e a r ,  
p r in c ip a 1  mente caso se exc lua  o ponto correspondente ã concentração ze 
ro de L-m alato. Sem uma a n á lis e  e s ta t ís t ic a  uma c u rv a tu ra  deste t ip o  
não pode s e r d is t in g u id a  com c la re z a .
Os. g rá f ic o s  B das f ig u ra s  13 e 14 mostram em ú lt im a  a n á lis e , a va­
riação  do in v e rs o  das ve loc idades máximas aparen tes da reação . com a 
concentração de L-malato como in ib id o r .  No caso da f ig u ra  13, as v e lo ­
cidades máximas aparentes são função da concentração de o xa lo ace ta to  e 
na f ig u ra  14, são função da concentração de NADH. Se a re lação  que 
descreve as curvas f o r  rea lm en te  a equação (23 ), a posse das constantes 
da h ip é rb o le  de reg ressão , a va lia d a s  pe lo  a ju s te  de mínimos quadrados, 
pe rm ite  c a lc u la r  as ve loc idades máximas aparentes correspondentes a uma 
concentração s a tu ra n te  de L-malato, e compará-las com as ve loc idades 
máximas aparen tes medidas na ausência de L-m alato. Em ambos os casos 
ve rif ic o u ~ se  que as ve loc idades máximas aparen tes a uma concentração sq 
tu ra n te  de L-malato correspondem a mais ou menos 13% daquelas v e r i f ic a ­
das na ausência de L-m alato. P o rta n to , L-malato não produz in ib iç ã o  
completa, mesmo a concentrações s a tu ra n te s , sendo que o máximo de in ib i_  
ção que pode have r, parece s itu a r- s e  em to rno  de 87%. Is to  sugere que 
/a v ia  a l t e r n a t iv a  que le v a  à formação de p rodutos e que não consta do
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mecanismo I ,  ê responsáve l po r cerca de 13% do p roduto formado na un ida­
de de fcernpq. Um ce rto  cuidado deve s e r tomado, em in t e r p r e t a r  os r e s u l­
tados desta forma, pqi,s in te rp re ta ç õ e s  a lte rn a t iv a s  poderiam  s e r encon­
tra d a s .
Pode-se a rg u ir  tambem que o e fe ito  anômalo observado na in ib iç ã o
de produto  pe lo  L-malato, pode s e r deudo a urna ação in e s p e c íf ic a  do au­
mento da fo rç a  iô n ic a  causado pe la  introdução, de concentrações r e la t iv a  
mente e levadas de L-m alato. Parece pouco p ro vá ve l es te  argumento pe los 
segu in tes  m otivos: a l foram u t i l iz a d a s  concentrações ig u a is  de oxaloace
ta to  e maiores, de NAD+, sem que se tenha v e r if ic a d o  nenfrom e fe ito  -devi­
do a uma a lte ra ç ã o  s ig n i f ic a t iv a  da fo rç a  iô n ic a  do meio; b) em expe­
r iê n c ia s  nas qua is se manteve f ix a  a concentração dos sub s tra to s  e nas 
quais, se dup licou  a concentração do tampão, com is to  dup licando tambem 
a fo rça  iô n ic a ,  um g rá f ic o  do in ve rso  da ve loc idade  con tra  a concentra­
ção de L-malato não de ixou de m o s tra r a mesma c u rv a tu ra ; c] como se ve rá  
ad ian te , o aumento da fo rça  iô n ic a  com íons o rgân icos não a fe ta  a a t iv i_  
tíade na fa ix a  que v a i de 0 , Q5 a 0 , 1  i l  de modo s ig n i f i c a t i v o . Todos es­
tes  argumentos re fo rçam  em m uito  a suposição de que o e fe ito  anômalo
s e ja  e sp ec íf ic o  para L-malato, o que não in v a l id a  a suposição de que um
composto semelhante possa p ro d u z i- lo  tambem. ' . , ,
De c e rta  forma, a c u rva tu ra  detectada nas f ig u ra s  13 e 14, e e xa ta ­
mente o que se e s p e ra r ia  o b te r em v is ta  do que se conhece sobre a a t iv a ­
ção po r su b s tra to  causada po r a l ta s  concentrações de L-malato (6) .
Neste sen tido  tambem, is te s  dados não concordam com a e x is tê n c ia  de um 
complexo in ib i t ó r io  enzima-NADH-L-malato, apontada po r S i lv e r s te in  & 
S u lebe le  (41) . Se es te  complexo e x is t is s e ,  a in ib iç ã o  de produto pe lo  
L-malato não d e ve ria  s e r nem l in e a r  e nem h ip e rb ó lic a ,  mas sim p a ra b ó li­
ca. Como mostra C le land  (40) ,  a in ib iç ã o  d e ve ria  se r in c lin a ç ã o - li-  
nea r in te rsecção - p a rab o lic a  não-competit.iva com NADH como sub s tra to  va­
r iá v e l  e in c lin a ç ã o - p a ra b ó lic a  in te rs e c ç ã o - lin e a r não-com petitiva  com 
oxa loace ta to  corno substrato, v a r iá v e l.
Resu ltados semelhantes foram  repo rtados po r F rieden  & Fernandez-
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Souza (14) órn tra b a lh o  re a liz a d o  com a L-malato desidrogenase c i top las- 
;:mã:t íica>;,;de^v^Q^^qo--v.d.e;;<pBçco;. .Êstes au.tores v e r if ic a ra m  que não hav ia  
ra lação  l in e a r  e n tre  o in ve rso  da ve loc idade  de reação e a concentração 
de L-malato como in ib id o r .  V e r if ic a ra m  tanioém, have r urna a tivação  po r 
s u b s tra to  causada po r a lta s  concentrações de L-m alato, sendo os re s u l­
tados*- p e rfe itam en te  coeren tes, também neste caso.
Das anomalias c in é t ic a s  estudadas neste  t ra b a lh o , apenas a i n i b i ­
ção de s u b s tra to  pa r a lta s  concentrações de o xa lo ace ta to  pode rea lm en­
te  s e r enquadrada no mecanismo I .  A in ib iç ã o  de sub s tra to  pe lo NAD.H e 
o ""e fe itõ  anômalo causado pe lo  L-malato não poaem se r tacum en re  enqua­
drados no mecanismo I .  0 fa to  de os dados re fe re n te s  à in ib iç ã o  de 
s ub s tra to  pe lo  o xa loace ta to  poderem s e r enquadrados no mecanismo I ,  não 
s ig n i f ic a  na tu ra lm en te  que este  s e ja  comprovadamente o caso po is mesmo 
neste  t ra b a lh o , in te rp re ta ç õ e s  a l te r n a t iv a s  foram d is c u tid a s . Anomalias 
não enquadráve is no mecanismo I  foram apontados também por Harada & Wol_ 
fe  (45j 46) para a enzima m ito c o n d ria l de porco num estudo em que 
u t i l iz a r a m  h id ro x im a ló na to  como in ib id o r .  Também F rieden  & Fernandez- 
Souza (14) apontaram v á r ia s  anomalias c in é t ic a s  na enzima c ito p la sm á ti-  
ca de coração de porco. Êstes au to res  consideram que ta lv e z  o mecanis­
mo I  não s e ja  uma representação adequada do mecanismo c in é t ic o  não a­
penas da L-malato desid rogenase, como também de nenhuma desidrogenase. 
Se es te  f o r  o caso, a c in é t ic a  de steady-State  d if ic i lm e n te  poderá a­
p on ta r o mecanismo c o rre to  po is  suas lim ita ç õ e s  são e v id en te s , p r in c i - 
palmente quando se t r a t a  de a v e r ig u a r iso rnerizações de complexos te rn á ­
r io s  ou a lte raçõ es  conform acionais ind uz id as  p e la  lig ação  de coenzimas 
(14).: "
AÇÃO DA FORÇA IÔNICA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA .
0 e fe ito  da fo rç a  iô n ic a  sobre a a t iv id a d e  da enzima es tá  sumariz_a 
dó na f ig u ra  15. 0 e fe ito  pode s e r bas tan te  complexo, porém, desde qie
duas condições l im it e s  sejam observadas, este  e fe ito  é de apenas um.
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t ip o :  a a t iv id a d e  s c fre  uma in ib iç ã o  p o r  concentrações c rescentes do 
e l e t r p l i t o . , Estas condições são: a i  a concentração dos sub s tra to s  de­
ve e s ta r  abaixo da concentração na qua l hã in ib iç ã o  po r subs.tra to  na 
fo rça  iõ n ic a  mais ba ixa  u t i l iz a d a ;  b) os e le t r õ l i t o s  devem s e r cá tio n  
e ânion monovalentes ou c ã tio n  d iv a le n te  e ânion monovalente; se hou­
v e r íons s u lfa to  o padrão de dependência da fo rç a  iõ n ic a  to rna-se 
.mais complexo«
Q e fe ito  observado f o i  p o rta n to  i n ib i t õ r io  quando se u t i l i z o u ,  a 
ba ixas  concentrações de ambos, os s u b s tra to s , KC1 (g ra f ic o  B da f ig u ra  
15], MgCl2 (g rá f ic o  A ), CaCl2 e L iC l (g rá f ic o  E], NaBr e t r is - a c e ta to  
Cgráfico  F ] , para aumentar a fo rç a  iõ n ic a  acima do v a lo r  mínimo de
0,05 M. 0 mesmo e fe ito  f o i  observado quando se u t i l i z o u  NaCl e K l, '  e- 
le t r õ l i t o s  com os qua is  as a t iv id a d e s  foram  medidas âs concentrações de 
0,05 e 0,55 M apenas. No caso do K l,  o e fe ito  in ib id o r  ê m uito  mais 
pronunciado do que em qua lq ue r dos casos da f ig u ra  15. Um aspecto d ig ­
no de nota e reve lado  po r um exame das curvas do g rá f ic o  E da f ig u ra
15. Neste g rá f ic o , a fõ rças  iõ n ic a s  id ê n t ic a s  correspondem concentra­
ções d ife re n te s  dos. e le t r õ l i t o s  L i  C l e CaCl2 , sendo a concentração des­
te  u lt im o  bas tan te  menor. No en tan to , a a t iv id a d e  e** dep rim ida  da mes­
ma forma, p ropo rc iona lm ente  ã fo rç a  iõ n ic a  e não apenas â concentração 
do e le t r õ l i t o .  0 mesmo pode s e r v e r if ic a d o  quando se compara a curva 
de dependência da fo rça  iõ n ic a  na qua l MgCl2 (g rá f ic o  A, f ig u ra  15] f o i  
u t i l iz a d o  com as demais nas qua is  ânions e cá tio ns  monovalentes foram  _u 
t i l iz a d o s .  Na f ig u ra  16 is to  pode s e r m elhor a va lia d o  po is  o g rá f ic o  a­
p resen ta  a va riação  do in ve rso  da ve loc idade  de reação com a concentra­
ção de HgCl2 e NaBr. Nota-se a í  que em termos de concentração, o HgCl2 
é um in ib id o r  m uito mais e f ic ie n te .  Ê d i f í c i l  a t r i b u i r  ao cá tio n  ou ao 
ãnion o papel a t iv o  dos e fe ito s  causados. Po r exemplo, para concentra­
ções id ê n t ic a s  de K+, a presença de I "  in ib e  m uito mais a a t iv id a d e  do 
que o íon  C l” . Porém, para concentrações ig u a is  do ío n  C l” , a presença 
de Mg2+ exerce um e fe ito  i n ib i t õ r io  m a io r que o K+, mesmo que o f1g2 + 
e s te ja  p resen te  em concentrações menores que o K*. A a n á lis e  is o la d a  
de cada caso, pode ria  le v a r  à conclusão de que o ânion no p r im e iro  ca­
s t e o cá tio n  no segundo, se riam  os responsáve is  pe lo  e f e ito  in ib id o r
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F igu ra  15. S é r ie  de g rá f ic o s  da ve loc idade  versus  a fô rça  iô n ic a  em d ife re n ­
tes condições. Em cada g rá f ic o  estão ind icadas  as concentrações dos s ub s tra ­
tos para ambas ou para cada uma das curvas bem como o e le t r õ l i t o  u t i l iz a d o  pa­
ra  aumentar a fô rç a  iô n ic a  acima do v a lo r  mínimo de 0,05 il. Todos os dados 
foram ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 Í1 em aceta to . 
Outros de ta lhes  e xpe rim en ta is  podem s e r v is to s  em M a te ria is  e Métodos. •'
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F ig u ra  16, In ve rso  da ve loc idade  de reação ve r­
sus a concentração de MgCl2. ou NaBr. As con­
centrações de NADH e o xa loace ta tp  foram ambas 
ig u a is  a 100 yM. Todos os dados foram  ob tidos 
a 25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 
0,05 H em a c e ta to . As curvas traçadas rep resen­
tam o a ju s te  ponderado de mínimos quadrados dos 
dados e xpe rim en ta is  ã equação (3]. Maiores de­
ta lh e s  e xpe rim en ta is  podem s e r encontrados em 
M a te ria is  e Métodos.
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bÍ3se‘r\/ado, idHs de que se assum isse sb r a in te n s id ad e  do e fe ito  in ib id o r  
dependente da na tu re za  do ío n . Porém, uma a n á lis e  g lo b a l sugere que 
artibos/ eá tio n  e â n io n ,  exercem determ inados pape is no e fe ito  observado 
dmbpra não se possa p re p is a r  exatamente q ua l.
Quando a fô rça  .iôn ica  e aumentada com t r is - a c e ta to  apenas, oco rre  
também in ib iç ã o  embora e s ta  s e ja  menos pronunc iada e p ra ticam ente  in e ­
x is te n te  a fo rças  iô n ic a s  b a ixas . Porem, parece s e r do mesmo t ip o  que 
a provocada pe la  adição de e le t r o l i t o s  ino rgân ico s  po is  um g rá f ic o  do 
_ in ve rso  da ve loc idade . de.. „reação versus, a  concentração..de ... tris.-a_çetato 
aparentem ente, mostra o mesmo t ip o  de dependência, o que também f o i  con_ 
firm ado po r uma a n á lis e  e s ta t ís t ic a .
üs g rá f ic o s  C e  D da f ig u ra  15 mostram que a in trodução  de um ã-
n ion d iv a le n te  como o íon  s u lfa to ,  le va  a uma a tivação  i n i c i a l .  A
a tivação  é m a io r quando*a concentração de s u lfa to  é m aio r para uma dada
fô rça  iô n ic a , que é o que oco rre  na curva do g rá f ic o  D em re lação  â do
g rá f ic o  C. É ra zo á ve l supor que a a tivação  é causada pelo s u lfa to ,  po­
rém, se tomarmos os dados da f ig u ra  15 em con jun to , exp licações a l t e r ­
n a t iv a s  podem se r fo rn ec id as . No p resen te  estudo, apenas e le t r á i i t o s  
fo r te s  foram  u t i l iz a d o s ,  à exceção de t r is - a c e ta to . Por is so , nenhum 
ou tro  ânion d iv a le n te  f o i  u t i l iz a d o  s is tem aticam en te , mesmo porque pare 
ce c la ro , pe los re su ltad o s  ob tidos com s u lfa to ,  que estes in troduzem  
complexidades a d ic io n a is  ao s istem a. 0 e f e ito  a t iv a d o r  causado pelo 
s u lfa to  é semelhante ao observado para a enzima m ito c o n d ria l de r im  bov i 
no com fo s fa to  po r Dupourque & Kun (26). Êste ú lt im o  fenômeno f o i  tam­
bém observado neste t ra b a lh o , ao se m ed ir a a t iv id a d e  e s p e c íf ic a ,a  qua l 
se re ve lo u  s e r sempre m aio r em tampão fo s fa to . Este re su lta d o  sugere 
que poss ive lm ente  este  e f e ito  a t iv a d o r  s e ja  causado por ânions d iv a le n ­
tes  em g e ra l.
Como mostram os g rá f ic o s  A e B da f ig u ra  15, quando a concentra­
ção de um dos sub s tra to s  es tá  den tro  da fa ix a .n a  qual há in ib iç ã o  po r 
s u b s tra to  na menor fô rça  iô n ic a  u t i l i z a d a ,  a ve loc idade v a r ia  de manei­
ra bem d ife re n te  com a fô rça  iônica.Quando se in t ro d u z  o xa loace ta to  1 mil
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TABELA IV
S é r ie  de e xp e riê nc ia s  para t e s t a r  o e f e it o  do tempo e a re  v e r s i  b i Trdaf.de 
da in ib iç ã o  provocada po r KC1. ü s is tem a de incubação e o s istem a de 
ensa io  continham tampão t r is - a c e ta to  pH 8 , 0  e 0/05 M em ace ta to . Em to ­
das as e xp e riê nc ia s  foram  u t i l iz a d a s  quantidades constantes de enzim a. 
A incubação f o i  f e i t a  .a uma tem pe ra tu ra  de 2 -3°C e o ensa io  f o i  f e i to  
•a v2S>0±0,:5oC. Os dados de a t iv id a d e  consistem  na média de do is e x p e r i­














in c u baçAo E N S A I  0
A t iv id a d e Porcentagem
(Kci] CM)
tempo [KC1] (M) Cn moles/ da a t i v ida-
(m inutos) m inuto) de o r ig in a l
1 0,0000 0,0 0,0000 3,8452 100,0
2 0,0000 30,0 0,0000 3,8446 ' 99,9
3 n AAAC.KJ ,  t . l 30,0 n A A ã ZKJ ,  1 1 1 -J 1,0508 27,3
4 0,4445 30,0 0,2223 1,7037 44,3
5 0,4445 0,0 0,4445 1,0192 26,5
6 0,2223 30,0, 0,2223 1,7057 44, 3
7 0,2223 0,0 0,2223 1,7279 , 44,9
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j^ rã f ic c ) A da f ig u ra  15), o -qual a diria fô rça  -iôhica ig u a l a 0,05 M c a r  
,sa 40% de in ib iç ã o ,  a a t iv id a d e  so fre  uma pequena’ a tivação  i n i c i a i  e u~ 
ma pequena queda p o s te r io r  com sucess ivos aumentos na fô rça  iô n ic a  do 
m eio. Docêm, o re su lta d o  g lo b a l è que a in ib iç ã o  r e la t iv a  v a i r iim ln u in  
do p rog ress ivam ente  e a uma fô rç a  iô n ic a  ig u a l a 0, 3 11 passa a s e r  nu­
la- Daí. para d ia n te  a re lação  s.e in v e r te .  A razão das ve loc idades com 
oxa loace ta to  Q,1 mH para o xa lo ace ta to  1,0 mM passa de 0,6 a uma fô rç a  
iô n ic a  ig u a l a 0,0.5 M para 1 , 6  quando a fô rç a  iô n ic a  e ig u a l a 0 , 6  M. 
Resu ltado semelhante f o i  observado po r Kun e t a l.  (18) , com a enzima mi 
to c o n d r ia l de r im  de r a t o . 0 g ra f ic o  B da f ig u ra  15, m ostra que a lgo
s.emelharite oco rre  em re lação" ao NADH; Quando se u t i l i z o  rrma - e levada
concentração de NADH, 0,41 mM, na qua l tambem oco rre  in ib iç ã o  acentua 
da, a s im p les  in trodução  de KC1 fa z  com que es ta  in ib iç ã o  desapareça, 
embora a razão das ve loc idades em a l t a  para b a ixa  concentração de NADH 
não .con tinue  aumentando p rog ress ivam ente  como oco rre  com o oxa loaceta to . 
Êstes. fenômenos foram observados aqu i com todos os e le t r o l i t o s  te s ta ­
dos., mesmo quando s.e in t ro d u z iu  íons  s u lfa to .  Neste ú lt im o  caso porem, 
como mostram os g rá f ic o s  C e D da f ig u ra  15, o e fe ito  e bem menos p ro ­
nunciado e ê ta n to  menos pronunciado quanto m a io r f o r  a concentração 
de s u lf a t o .
A ação dos. e le t ro l i t o s .  sobre a a t iv id a d e  da enzima e independente 
do tempo de exposição da enzima à ação destes e le t r o l i t o s . Estas con­
clusões. emergem do re s u lta d o  dos experim entos da ta b e la  IV . A in ib iç ã o  
provocada po r KC1 e a inda a mesma apos. 30 m inutos de incubação, tempo 
no qua l não há in a t iv a ç ã o  da enzima quando incubada com tampão t r is -  
ace ta to . A e s ta b ilid a d e  da enzima no tampão a 2-3°C<e de v á r ia s  horas, 
havendo, como e de se espe ra r, uma in a tiv a ç ã o  apos um tempo mais p ro ­
longado. A e xp e riê n c ia  número 4, da ta b e la  IV ,  mostra tambem que e a 
fô rça  iô n ic a  do sistem a de ensa io  que dete rm ina a a t iv id a d e , não im por­
tando a fô rça  iô n ic a  do meio em que se encontrava a enzima antes do en­
sa io , o que e q u iva le  â  d iz e r  que a ação de KC1 é p e rfe itam en te  r e v e r s í­
v e l.  Na re a lid a d e , os dados da ta b e la  IV  provam apenas que o e fe ito  
independe do tempo duran te  o sp rim e iro s  30 m inutos e não excluem a pos_ 
s ib . i l  id a  de de que quando as condições forem t a is  que perm itam  uma ina-'
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tivação  em r itm o  mais ace le rado , a apresença de e le t r ô l i t o s  não possa 
a l t e r a r  is  te  r i tm o . Porem, é l í c i t o  c o n c lu ir ,  que os dados expe rim en­
t a is  o b tid o s  nes te  t ra b a 1 h o , são apenas aqueles que dizem re s p e ito  aos 
e fe ito s  re v e rs ív e is  e p ra ticam en te  in s tan tâ neo s  já  que apenas medidas 
de ve loc idade  i n i c i a l  foram re a liz a d a s . Neste sen tid o , a ação de s a is  
neu tro s  sobre a L-malato desid rogenase d ife re  mareadamente daquele ob­
servado po r Kimenez e t a l.  (47) com a a ld o la s e . A ação dos e l e t r o l i ­
tos sobre  a a ld o 1 ase reve lou-se p a rc ia lm en te  i r r e v e r s í v e l  e também de­
pendente do tempo de exposição a uma fo rç a  iô n ic a  e levada.
EFEITO DA FÕRÇA IÜNICA MS CURVAS DE SATURAÇÃO DOS SUBSTRATOS .
0 que os g rá f ic o s  A, B, C e D da f ig u ra  15 mostram, no tocan te  ãs 
a lta s  concentrações de s u b s tra to s , é apenas um re f le x o  das a lte raçõ es  
que a fo rç a  iô n ic a  pode p ro voca r nas curvas de sa tu ração  de ambos os 
s ub s tra to s . A d im inu ição da in ib iç ã o  r e la t i v a ,  é devida em grande p a rte  
auma contínua migração da concentração õtima de sub s tra to  para va lo re s  
p rogress ivam ente  maiores quando se aumenta a fô rç a  iô n ic a . Is to  pode 
ser v is to  com c la re za  nas f ig u ra s  5 e 9, onde se v e r i f ic a  que as con­
centrações õtim as de o xa loace ta to  e NADH são maiores a fô rças iô n ic a s  
mais e levadas. 0 que as f ig u ra s  5 e 9 mostram também com c la re z a , é
que em ambas as extrem idades das curvas de sa tu ração , eventos c o n trá ­
r io s  tem lu g a r. A ba ixas concentrações dos sub s tra to s , a a t iv id a d e  é i ­
n ib id a , porém, a a lta s  concentrações dos sub s tra to s , a tendênc ia  é a 
de have r um decréscimo da in ib iç ã o ,  a inda que este decréscimo se ja  poju 
co pronunciado. No caso p a r t ic u la r  das curvas de sa tu ração com oxaloace 
ta to ,  pode-se d iz e r  que não ha a lte ra ç ã o  do t ip o  de dependência que para 
todas as fô rças iô n ic a s  experim entadas con tinua  sendo d e s c r ita  pe la  eqna 
ção C'1 1 ). 0 que oco rre  s implesm ente, é que ao lado de uma d im inu ição  da
ve loc idade  máxima aparente C fig u ra  24) há um aumento c o ns id e rá ve l, ta n ­
to  da constante de M ic h a e lis  aparente  C fig u ra  26) como também da cons­
ta n te  de in ib iç ã o  apa ren te , o que e x p lic a  o e f e ito  a s s im é tr ic o  em am­
bos os extremos das curvas de sa tu ração . As constantes de in ib iç ã o  a- 
1 paren tes Cequação 1 1 ), medidas para as fô rças  iô n ic a s  0 ,05; 0 , 2  e 0 ,4  n
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foram, respec tivam en te , 1,25 mM, 1,64 mM e 3,89 mM. é p o s s ív e l que o 
mesmo oco rra  com a curva de sa tu ração de NADH, porem, como não f o i  en­
contrada nenhuma equação que a descreva, não se pode aqui a f irm a r  se 
f o i  ou não a lte ra d o  o t ip o  de dependência. Porém, também neste caso, a 
constante de M ic h ae lis  aparen te  so fre  um aumento p ro g ress ivo  C figu ra
25 ), bem como .ocorre uma d im inu ição  rio v a lo r  da ve loc idade  máxima apa­
re n te  [ f ig u ra  24 ).
AÇÃO COMBINADA DA FÕRÇA IÕNICA E DO pH
A concentração de íons h id rogén io  f o i  mantida constante na maio­
r i a  dos estudos c in é tic o s  deste t ra b a lh o . Porém, a r ig o r ,  o íon h id ro ­
gênio não de ixa  de s e r um reagente  da reação na d ireção  oxa loace ta to  
para L-malato, sendo p o rta n to  um produto da reação no sen tid o  in ve rso  
(12). E s ta  constatação não e x c lu i também uma p a rt ic ip a ç ã o  de íons h i ­
drogênio no ato  c a ta l í t ic o  ou na lig ação  dos s u b s tra to s  ao cen tro  a t i ­
vo, como oco rre  com m uitas enzimas (48^ 50). Hã rea lm en te  acentua­
das semelhanças e n tre  as curvas de dependência da ve loc idade  de reação
da a t iv id a d e  de íons h id rogên io  e as curvas de satu ração para com ambos
os su b s tra to s . Is to  pode s e r aprec iado na f ig u ra  17, na qua l colocou- 
se a ve loc idade  de reação con tra  o lo g a ritm o  p o s it iv o  da a t iv id a d e  1 0 ~ 10 
M de íons h id ro g ên io , a f im  de m elhor r e s s a l t a r  as semelhanças. As cur - 
vas da f ig u ra  17, cobrem uma va riação  de pH de 6,0 para  9,9 o que co r­
responde a a t iv id a d e s  1Q“ 6 M e 1,25 x 1 0 ~ 10 M, respec tivam en te . Todos
os pontos re ssa ltad o s  em re lação  ãs curvas de satu ração para oxa loace­
ta to  e NADH são v a lid o s  também para as curvas de dependência da a t iv id a ­
de de íons h id rogên io : a) hã um p ro g ress ivo  deslocamente para va lo re s  
maiores da a t iv id a d e  [concentração) é tim a ã medida que se aumenta a f o r ­
ça iõ n ic a ; b] oco rre  uma depressão da ve loc idade  de reação a ba ixas a- 
t lv id a d e s  (concentrações) de íons h id rogên io ; c) f in a lm e n te , hã também 
um decréscimo da in ib iç ã o  a a lta s  a t iv id a d e s  (concentrações) a ponto de 
a curva correspondente ã fõ rç a  iô n ic a  0,2 H t e r  a pH 6,0 uma ve lo c id a ­
de bem m a io r que a curva correspondente ã fõ rç a  iõ n ic a  ig u a l a 0,05 M 
‘neste mesmo pH. A curya  de dependência da ve loc idade  do lo ga ritm o  da
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F ig u ra  17. Ve loc idade de reaçao versus  o lo g a ritm o  da a t iv id a d e  
de íons h id rogên io  a d ife re n te s  fo rças  iS n icas*  As concentrações 
de NADH e o xa loace ta to  foram ambas ig u a is  a 100 yM. Todos os da­
dos foram ob tidos a 2 5 ,0±0,5°C, .em .tampão t r is - a c e ta to , 0,05 M em 
ace ta to . Aumentos na fô rç a  iô n ic a  acima, de 0,05 M foram r e a l i z a ­
dos adicionando-se KC1. Maiores de ta lhes  e xp e rim en ta is  podem s e r 
ob tidos em M a te ria is  e Métodos. .
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a tiv id a d e  dos p ro tons é a s s im é tr ic a . Caso fosse d ,esc rita  po r uma equa­
ção semelhante ã equação ( 1 1 ), s e r ia  p e rfe itam en te  s im é tr ic a ,  t a l  como
ocorre  com m uitas enzimas (5 0 ), E s ta  a s s im e tr ia  é a l ia s  acentuada ã
medida que se aumenta a fo rç a  iõ n ic a .
Ao se a n a l is a r  as curvas de satu ração com o xa lo ace ta to  e NADH ( f ig j j  
ras  5 e 9 ) ,  v e r if ic o u - se  que a ba ixas  concentrações de ambos, h av ia  uma 
re lação  l in e a r  e n tre  o in ve rso  da ve loc idade  e o in ve rso  da concentra­
ção de oxa loace ta to  e NADH, conclu indo-se que a c in é t ic a  é do t ip o  Mi- 
chãe liana  a ba ixas  concentrações de o xa loace ta to  e NADH (1£>J. Is to  im ­
p l ic a  também em que nestas ba ixas  concentrações de ambos os s u b s tra to s ,é  
s ig n i f ic a t iv a  apenas a lig ação  re v e rs ív e l dos sub s tra to s  ao cen tro  a t iv o  
da enzima para a formação de complexos que levam à formação de produtos. 
Ao se fa z e r um g rá f ic o  do in v e rs o  da ve loc idade  de reação con tra  o inveje 
so da a t iv id a d e  dos íons h id ro g én io , v e r if ic o u - s e  que ha também uma r e l j3 
ção l in e a r  deste t ip o  a ba ixas  a t iv id a d e s  (concentrações) de íons h id ro ­
génio (e n tre  pH 9,9 e 8 , 0 ) como o mostra c la ram ente a f ig u ra  18. Por
is so , a serem co rre ta s  as suposições f e i ta s  an te r io rm en te  em re lação  aos 
su b s tra to s , to rna-se l í c i t o  c o n c lu ir  que as porções das curvas da f ig u ­
ra  17 que vão de uma a tiv id a d e  ze ro  a uma a t iv id a d e  1 0 ~ 8 N de íons h id ro  
gênio, descrevem determ inado fenômeno r e la t iv o  aos p ro tons , que também é 
o único s ig n i f ic a t iv o  nes ta  fa ix a .
Natu ra lm ente* como no caso do NADH e o xa lo ace ta to , a dependência 
l in e a r  mencionada deve-se ao fa to  de have r na forma duplamente re c íp ro ­
ca da equação de ve loc idade , um termo contendo o in ve rso  da concentração 
de íons h id rogén io , o qua l é o único s ig n i f ic a t iv o  a ba ixas concentra - 
ções destes íons h id rogén io : -
(25)
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F igu ra  18. In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  o in ve rso  da 
a t iv id a d e  de íons h id rogên ios  a d ife re n te s  fo rças  iô n ic a s  do 
meio. A concentração de NADH f o i  ig u a l a 100 yM. A concentra­
ção de o xa loace ta to  f o i  também ig u a l a 100 yM. Todos os dados 
foram ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to ,  0,05 M e.m 
ace ta to . Aumentos na fo rç a  iô n ic a  acima de 0,05 M foram fe ito s  
adicionando-se KC1. As curvas traçadas representam  o a ju s te  
ponderado de mínimos quadrados dos dados e xpe rim en ta is  à equa­
ção da re ta .  Qutros de ta lhes  e xpe rim en ta is  podem s e r v is to s  
em M a te ria is  e Métodos. .














F ig u ra  19-. In c lin a ç õ es  (A) e in te rsecções  ao ei_ 
xo das ordenadas CB3 ob tidos da f ig u ra  18 versus 
a concentração de KC1. Os pontos representam  in_ 
c linações ou in te rsecções  e as b a rra s  os respec­
t iv o s  e rro s  padrões ob tidos pe lo  a ju s te  de m ín i­
mos quadrados à equação da ie ta  das curvas da f i ­
gura 18. As curvas traçadas  nos g rá f ic o s  A e B 
representam  o a ju s te  ponderado de mínimos quadra 
dos à equação (31 .
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Na equação (251, a e b são constan tes, funções complexas de va­
r ia s  constantes c in é t ic a s  e também da concentração de NADH e oxa loac jr 
ta to .
0 que consta nas abcissas dos g rá f ic o s  17 e 18, é rea lm en te  a a­
t iv id a d e  dos íons h id rogên io , já  que apenas e s ta  pode s e r medida pe lo  
meto do usual (52) .  Há e v idenc ias  te ó r ic a s  e e xpe rim en ta is  (22y 29 y 52) 
que perm item  c o n c lu ir  que o c o e f ic ie n te  de a t iv id a d e  dos íons h id rogé­
n io  já  d ife re  s ig n if ic a t iv a m e n te  da unidade numa fo rç a  iô n ie a  ig u a l 
a 0,05. M. Também há e v idenc ias  te ó r ic a s  e e xp e rim en ta is  (22y 29y 52) 
que perm item  e spe ra r, na fa ix a  0,05 a 0,4 M de fo rç a  iô n ie a , va riações 
bem pouco p ronunc iadas no c o e f ic ie n te  de a t iv id a d e  dos íons  h id rogén io . 
Sendo assim, nesta  fa ix a  de fo rça  iô n ie a , a a t iv id a d e  medida dos íons 
h id rogên io , pode s e r considerada corno a concentração m u lt ip lic a d a  por 
um f a to r  essenc ia lm en te  constan te . De q ua lq ue r forma, não há dúvida 
que as medidas de a t iv id a d e  re f le te m  m uito de p e rto  as concentrações re ­
a is  dos íons h id rogên io  e ao se fa z e r  comparações r e la t iv a s  que e n vo l­
vem grandes d ife re n ç a s  de concentração (ou a t iv id a d e ) ,  ambos os termos, 
concentração e a t iv id a d e , podem se r usados, in d is t in ta m e n te .
A equação (25) não passa de uma expressão l im i t e  de uma equação 
mais complexa, v á lid a  para a lta s  e. ba ixas  concentrações dos íons hidrogiê 
n io . Es ta  expressão completa, deve r i v a l i z a r  em complexidade com a e­
quação que descreve a dependência da ve loc idade  da concentração de NADH, 
ambas seguramente bem d ife re n te s  da equação ( 1 1 ) que descreve a curva 
de satu ração completa com o o xa lo a c e ta to ...
Uma comparação e n tre  as f ig u ra s  15 e 17 re v e la  que se as e xp e riê n ­
c ias  constantes da f ig u ra  15 a ba ixas  concentrações de ambos os subs­
t ra to s  houvessem sido re a liz a d a s  em a lta s  concentrações de íons h id ro ­
gênio, pH 6,0 po r exemplo, as curvas de dependência da ve loc idade de reai 
<ção da fo rç a  iô n ie a , jam a is  se riam  tão s im p les como as que foram observja
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das. H ave ria  certamente um decréscimo da in ib iç ã o ;  t a l  como ocorre  tam­
bém em a lta s  concentrações dos sub s tra to s  o que pode se r observado a 
d i r e i t a  do g ra f ic o  da f ig u ra  17. A dependência observada da a t iv id a d e  
da enzima em re lação  â fo rç a  iô n ic a  parece s e r s im p les sempre que os e­
ventos s ig n if ic a t iv o s  que tem lu g a r no cen tro  a t iv o  sejam também simples. 
Quando as concentrações de o xa lo ace ta to  e NADH forem  ba ixas , serão s igni_ 
f ic a t iv o s  apenas os eventos que conduzem â formação de complexos a t iv o s  
os qua is po r sua vez, levam a formação de p rodu to s . Consequentemente, o 
e fe ito  da fõ rça  iõ n ic a  observado, poderá s e r apenas aquele re s u lta n te
_das a lte raçõ es  .que esta-.provoca naqueles even tos. Se ou tro s   eventos
além daqueles são s ig n i f ic a t iv o s ,  o que oco rre  em a lta s  concentrações de 
ambos os su b s tra to s , o e fe ito  da fõ rç a  iõ n ic a  observado, se rá  a, r e s u l­
ta n te  de sua ação sõbre eventos d íspa res  e necessariam ente mais comple­
xo. Esta  u lt im a  constatação é também v á lid a  para  a lta s  concentrações de 
íons h id rogên io , já  que, nestas condições, a p a rt ic ip a ç ã o  dos p ro tons, 
é v is iv e lm e n te  mais complexa.
AÇÃO DA FORÇA IÕNICA SÕBRE OS PARÂMETROS CINÉTICOS.
Levando-se em conta que um co ns id e rá ve l número de e le t r õ l i t p s  tem 
e fe ito  in ib id o r  a ba ixas concentrações dos sub s tra to s  e que êste e f e i­
to  é re v e rs ív e l,  to rna-se l í c i t a  uma a n á lis e  c in é t ic a  destes e fe ito s ,  
pe los mesmos métodos u t i l iz a d o s  para os in ib id o re s  re v e rs ív e is  em ge­
r a l  (28j 29)j  de acordo com urna das sugestões de Webb (39). As f ig u ra s  
20 e 2 1  mostram o re su lta d o  de duas e xp e riê n c ia s  deste t ip o .  Os g r á f i ­
cos reve lam  que KC1 age como in ib id o r  não-com petitivo, de ambos os subs­
t ra to s ,  o xa loace ta to  e NADH. Pode-se n o ta r também que, in te rsecções  e 
in c lin a çõ es  são funções id ê n tic a s  da concentração de KC1, po is as l i ­
nhas in te rsece tam  num único ponto, acima do e ixo  das abc issas. R e su lta ­
dos do mesmo t ip o  foram observados para todas as concentrações dos 
sub s tra to s  f ix o s  tes tados . Nas f ig u ra s  22 e 23, podem s e r apreciados 
os g rá f ic o s  secundários de in te rsecções  e in c lin a ç õ e s  em função da con­
centração de KC1. Todas as curvas mostram uma c u rva tu ra  com a concavi^da 
de vo ltad a  para cima. Na re a lid a d e  as curvas das f ig u ra s  22 e 23 são
J t f
d e s c r ita s  com grande p rec isão  pe la  equação (3 ) . A re lação  en tre  o i n ­
verso da ve loc idade  e a fõ rça  iô n ic a  (ou também a concentração dü ele-
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F ig u ra  2 0 . In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  versus  o in ve rso  
da concentração de o xa lo ace ta to  a d ife re n te s  fô rças  iô n i-  
cas do meio. A concentração de NADH f o i  mantida constante e 
ig u a l a 100 yM. Todos os dados foram ob tidos  a 25,0±0,5 °C 
em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 M em ace ta to . Aumentos 
na fô rç a  iô n ic a  acima de 0,05 Tl foram fe i to s  adicionando-se 
KC1. As curvas traçadas rep resentam  o a ju s te  ponderado de 
mínimos quadrados dos dados e xpe rim en ta is  ã equação da re ­
ta .  Dutros de ta lhes  e xp e rim en ta is  podem s e r v is to s  em Ma­
te r ia is  e Métodos.
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F ig u ra  21« In ve rso  da ve loc idade  i n i c i a l  vevsus o in ve rs o  da con 
centração de NADH a d ife re n te s  fo rças  iô n ic a s  do meio. A concen­
tração  de o xa loace ta to  f o i  m antida constante e ig u a l a 100 yM. 
Todos os dados foram ob tidos a 2 5 ,0 1 0 ,5°C em tampão t r is - a c e ta to  
pH 8,0 e 0,05 Í1 em ace ta to . Aumentos na fô rç a  iô n ic a  acima de 
0,05 H foram  fe ito s  adicionando-se KC1 . As curvas traçadas co r­
respondem ao a ju s te  ponderado de mínimos quadrados dos dados ex­
pe rim en ta is  ã equação da re ta .  Outros d e ta lhes  expe rim en ta is  
podem s e r v is to s  em M a te ria is  e Métodos.
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t r o l i t o )  também é d e s c r ita ,  den tro  dos l im ite s  u t i l iz a d o s ,  p e la  equa­
ção (3 ). Uma amostra d is to  pode s e r v is ta  na f ig u ra  16. 0 fa to  de a
equação (3) desc reve r com p rec isão  os dados e xp e rim en ta is  não im p lic a  
necessariamente que is t o  tenha algum s ig n if ic a d o  t e o r ic o . Não se pode 
aqui e nca ra r os e le t r o l i t o s  apenas como in ib id o re s  comuns, os qua is 
agem formando complexos a b o rt iv o s  (28) ,  embora e s ta  se ja  também uma 
das p o s s ib ilid a d e s . Po r is s o , a p a r de qua lq ue r s ig n if ic a d o  te o r ic o  que 
a equação (3) possa t e r  (28) , es ta  é aqui u t i l i z a d a  mais como um a­
poio e s ta t ís t ic o  de grande u t i l id a d e  p rá t ic a ,  p r in c ip a lm e n te  quando se 
t r a ta  de fa z e r  ex trapo lações  para d ilu iç ã o  i n f i n i t a  dos . e le t r o l i t o s  
tfõ rç a  lõ n ic a  z e ro ) , ou "para "obter ou tro s  dados .  Mesmo“ porque, a equa­
ção C3) é apenas a re lação  mais s im p les que pode descreve r os r e s u lt a ­
dos dentro  dos l im i t e s  e xpe rim en ta is  deste t ra b a lh o . A equação (5) ,po r 
exemplo, pode desc reve r também com grande p rec isão  todas as curvas das 
f ig u ra s  16, 22 e 23.
Uma p o s s ib ilid a d e  acerca do mecanismo de açao dos s a is  neu tros que 
pode s e r aventada é a de que os cá tions  seriam  os responsáve is  pe lo  e­
f e i t o  in ib id o r  e com petiriam  com os p ro tons pe lo  s í t i o  de lig ação  des­
tes ú ltim o s , ou também, im ped iriam  d ire tam en te  o acesso dos p ro tons ao 
seu s í t i o  de lig a çã o . Neste caso, e x trapo lação  para  concentrações i n f i  
n ita s  (.a tiv idades in f in i t a s )  dos íons h id rogên io  d e ve ria  e l im in a r  este 
e fe ito  in ib id o r .  Em o u tra s  p a la v ra s , a in ib iç ã o  d e ve ria  se r c o m p e tit i­
va em re lação  aos p ro tons . A f ig u ra  18 mostra que a in ib iç ã o  causada pe_ 
lo  KC1 é também não-com petitiva  quando a a t iv id a d e  dos pro tons é posta 
a v a r ia r .  No en tan to , uma comparação da f ig u ra  18 com as f ig u ra s  20 e 
2 1  re v e la  que mais uma vez se e v id en c ia  a semelhança apontada no e fe ito  
da fõ rça  iõ n ic a  sob re 'a  dependência da a t iv id a d e  da enzima da concentra 
ção de sub s tra to s  de um lado e íons h id rogên io  do o u tro  lado . Além de a 
in ib iç ã o  s e r também não-com petitiva , as re ta s  in te rs e c tam  acima do e ixo  
das abc issas, mostrando que também a í,  in te rsecções  e in c lin a ç õ e s  são 
afe tadas de maneira id ê n t ic a .  Como se pode v e r  nos g rá f ic o s  secundá­
r io s  da f ig u ra  19, o t ip o  de dependência das in te rsecções  e in c l in a ­
ções ob tid o  quando se v a r io u  a a t iv id a d e  dos íons h id rogên io  é também 
uma curva com a concavidade vo ltad a  pa ra  cima, id ê n t ic a  ã observada nàs.









F ig u ra  22. In c lin a ç õ e s  (A) e in te rsecções  CB1 ojo 
t id o s  da ig u ra  18 versus  a concentração de KC1. 
Gs pontos representam  in c lin a ç õ e s  ou in te r s e c ­
ções e as ba rras  os re sp e c tivo s  e rro s  padrões 
ob tidos pe lo  a ju s te  ponderado de mínimos quadra­
dos à equação da re ta  das curvas da f ig u ra  2 0 . 
As curvas traçadas nos g rá f ic o s  A e B rep resen - 
tam o a ju s te  ponderado dos dados à equação (3 ) .
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F ig u ra  23. In c lin a ç õ es  CA] e in te rsecções  ao' 
e ixo  das ordenadas CB) ob tidos da f ig u ra  2 1 , 
Versus a concentração de KC1. Os pontos re p re ­
sentam in c lin a ç õ e s  ou in te rsecções  e as b a rra s  
os re sp ec tivo s  e rro s  padrões ob tidos  pe lo  a ju s ­
te  ponderado de mínimos quadrados ã equação da 
re ta  das curvas da f ig u ra  19. As curvas t ra ç a ­
das nos?, g rá f ic o s  A e B representam  o a ju s te  
ponderado de mínimos quadrados dos dados a e ­
quação (3) .
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f ig u ra s  22  e 23.
Parece lo g ic o  e x c lu ir- s e  a competição de cã tio ns  com os íons- h id ro  ■ 
gênio .pelo mesmo s í t i o  de lig ação  com base nos re su lta d o s  expostos no 
pa rág ra fo  a n te r io r .  Porem, há p o s s ib ilid a d e s  nas qua is  a in ib iç ã o  ob­
servada s e r ia  não-competi t  i  va mesmo que es te  fenômeno oco rresse . I s ­
to sucede ria , po r exemplo, caso tan to  cã tions  como ânions exercessem um 
e fe ito  in ib id o r  independente. Neste caso, a inda h a ve ria  a lte ra ç ã o  da in t  
tersecção ao e ixo  das ordenadas, po is  o e f e ito  dos ânions não pode ria  
se r e lim inado  pe la  e x trapo lação  para condições sa tu ra n te s  dos íons h i ­
drogênio . Porem; o e fe ito  causado pelos ânions "d eve ria " s e r" de "um~~ t ip o "  
t a l  a o r ig in a r  o mesmo padrão de dependência de in c lin a ç õ e s  e in te rs e c ­
ções., po is  is to  e o que f o i  observado experim enta lm ente  [ f ig u ra  19). 0
mesmo t ip o  de ra c io c ín io  pode s e r empregado em re lação  à p o s s ib ilid a d e  
de ânions ag irem  como competidores do NADH e o xa lo ace ta to  pe lo  s í t io  
de lig ação  na enzima. Po r is to ,  não e p o s s ív e l a f irm a r  com abso lu ta  cer; 
teza , com base nas in ib iç õ e s  não-com petitivas observadas, que não há 
competição com os sub s tra to s  ou íons h id rogên io  pe lo  s í t i o  de lig ação  
destes po r p a rte  dos e le t r o l i t o s ,  embora os re su lta d o s  possam se r enca­
rados como uma fo r te  e v id ênc ia  d es favo rá ve l a e s ta  in te rp re ta ç ã o .
Conforme já  re la ta d o  no p r im e iro  item , as constantes c in é t ic a s  da 
enzima foram a va lia d a s  para v á r ia s  fo rças  iô n ic a s , u t iliz a n d o - s e  sempre 
KC1 para aumentar a fô rça  iõ n ic a  a p a r t i r  de 0,05 M. Os re su lta d o s  po­
dem s e r v is to s  nas f ig u ra s  2 4 , 2 5  e 26.
A f ig u ra  24 mostra que ta n to  a ve loc idade  máxima ve rd a d e ira , como 
também as ve loc idades  mãxirnas aparentes são a lte ra d a s . Pode-se v e r tam 
bem que a c u rva tu ra  d im in u i à medida que se aumenta a concentração do 
sub s tra to  f ix o ,  sendo mínima quando a concentração ê s a tu ra n te  para am­
bos os s ub s tra to s , o que oco rre  com a curva correspondente â v e lo c id a ­
de máxima v e rd a d e ira . Em s i ,  as curvas da f ig u ra  24 podem pa rece r d i­
fe re n te s  e n tre  s i ,  porem, o t ip o  de dependência e aparentemente o mesmo 
po is o in ve rso  de cada parâmetro v a r ia  com a fo rç a  iõ n ic a  de acôrdo com 
^  equação ( 3 ). D is to  re s u lta  c la ro  que a fô rça  iõ n ic a  a fe ta  de forma
Resu ltados  e Discussão 68
semelhante ve loc idade  máxima ve rd ad e ira  e as ve loc idades máximas apareii 
te s .
As f ig u ra s  25 e 26 perm item  v e r  que as constantes de M ic h a e lis  ve_r 
dade iras  sofrem  também uma va riação  pronunciada o mesmo ocorrendo com 
as constantes de M ich.ae lis  apa ren tes . As curvas são todas aparentemen­
te  do mesmo t ip o  o que in d ic a  que tambern neste caso os parâmetros apa­
ren te s  va riam  de forma semelhante aos ve rd ad e iro s . A f ig u ra  25 mos­
t r a  tambern a va riação  de K ia  com a fo rç a  io n ic a . K ia , caso se ja  v á lid o  
o mecanismo I  (ou I I ] ,  o que parece ra zo á ve l den tro  de c e rta s  condições 
l im i t e s ,  e a constante de d issoc iação  do complexo enzima-NADH. 0 que 
s a lta  à v is ta  é jus tam ente  a pequena va riação  que K ia  experim enta  p r in ­
c ipa lm ente quando comparada com a grande va riação  que a constante de 
ü ic h a e lis  ve rd a d e ira  CKa) do NADH s o fre . Os dados r e la t iv o s  a K ia  a­
presentam uma c e rta  d ispe rsão , porem, há uma tendênc ia  em aumentar com 
va lo re s  c rescentes da fo rç a  io n ic a .  A a f in id a d e  da enzima pe lo  NADH va 
r i a  pois. m uito  pouco, a ponto de a va riação  experim entada p e la  cons­
tan te  de d issoc iação não t e r  rea lm en te  e fe ito  s ig n i f ic a t iv o  na a l t e r a ­
ção da ve loc idade  da reação. Is to  pode s e r constatado na ta b e la  V, on­
de se confrontam  ve loc idades te ó r ic a s , ca lcu ladas  a tra vé s  da equação 
t 6 ], u t i l iz a n d o  as constantes c in é t ic a s  determ inadas a d ife re n te s  f o r ­
ças iô n ic a s  com as ve loc idades medidas experim enta lm ente . Qualquer dos 
va lo re s  de Ki.a u t i l iz a d o s  re s u lta  em ve loc idades te ó r ic a s  que não d i f e ­
rem s ig n if ic a t iv a m e n te  das demais e também das ve loc idades medidas ex­
perim en ta lm en te . Is to  im p lic a  em que se apenas va riações  na constante 
de d issoc iação do NADH tivessem  lu g a r  ao se v a r ia r  a fo rç a  io n ic a > es­
tas  va riações  d if ic i lm e n te  se riam  detectadas caso fossem tão pequenas. 
Êstes re su lta d o s  vem em apoio a ad ve rtênc ias  c o n trá r ia s  âs in te rp re ta  - 
ções dadas comumente às va riações  observadas em sistem as enz im ãticos 
nas constantes de N ic h a e lis  (483 52). Constantes de H ic h a e lis  são co­
mumente in te rp re ta d a s  como medidas de a f in id a d e  e suas va riações  como 
a lte raçõ es  desta a f in id a d e . Porém, no p resente  caso, quando a constante 
de N ic h a e lis  do NADH aumentou em cinco vezes o seu v a lo r  o r ig in a l,  a 
constante de d issoc iação , que é rea lm en te  uma medida d ire ta  da a f in id a ­
de do NADH, não chega a d u p lic a r  o seu v a lo r  não conseguindo a sua va-'
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F ig u ra  24. Va riação  das ve loc idades mãximas em 
função da fo rça  iô n ic a  do meio. As v e lo c id a ­
des mãximas ve rd ad e ira s  foram  ob tid as  em expe 
rienc ias . nas qua is as concentrações de NADH e 
oxa loace ta to  foram  va ria d a s  sim ultaneam ente e 
representam  as ve loc idades  da reação c a ta liz a -  
das p e la  enzima a concentrações sa tu ra n te s  de 
ambos os su b s tra to s . As ve loc idades mãximas a­
paren tes são funções da concentração de um dos 
sub s tra to s . As b a rra s  rep resentam  os e rro s  pa­
drões de cada dado e xp e rim e n ta l. Todos os da­
dos foram ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is _  
ace ta to  pH 8,0 e 0,05 M em ace ta to . Aumentos 
na fo rça  iõ n ic a  acima de 0,05 M foram  fe ito s  
adicionando-se KC1. Maiores de ta lh es  e x p e r i­
mentais podem s e r v is to s  em M a te ria is  e Méto­
dos .
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FORÇA IÔNICA (M).
F ig u ra  25. Va riação  das constantes de M ic hae lis  do 
NADH e da constante de d issoc iação do complexo en- 
zima-NADH em função da fô rça  iô n ic a  do meio. A cons_ 
ta n te  de M ic h a e lis  ve rd a d e ira  que corresponde a uma 
concentração s a tu ra n te  de o xa lo ace ta to  e a constan­
te  de d issoc iação do complexo enzima-NADH foram ob­
t id a s  em e xp e riê n c ia s  nas qua is  as concentrações de 
o xa lo ace ta to  e NADH va ria ra m  s im u ltaneam ente. As 
constantes de M ic h a e lis  aparentes foram  ob tidas em 
exp e riê n c ia s  nas qua is  se v a r io u  NADH a concentra­
ções f ix a s  de o xa lo ace ta to . As b a rra s  representam  
os e rro s  padrões. Todos os dados foram  obtidos a 
25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 N 
em ace ta to . Aumentos da fô rç a  iô n ic a  acima de 0,05 
N foram  fe ito s  adicionando-se KC1. Maiores de ta­
lhes  e xpe rim en ta is  podem se r encontrados em Mate­
r ia is  e Métodos.
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F ig u ra  26. Va riação  das constantes de M ic h a e lis  
do o xa lo ace ta to  em função da fo rç a  iô n ic a  do 
meio. A constante de M ic h a e lis  ve rd a d e ira , que 
corresponde a uma concentração s a tu ra n te  deNACH 
f o i  o b tid a  em e xp e riê n c ia s  nas qua is as concen­
trações de NADH e o xa loace ta to  va ria ram  sim u l-  
tâneamente. As constantes de M ic h a e lis  aparen­
tes foram ob tid as  em e xp e riê n c ia s  nas qua is se 
v a r io u  o xa lo ace ta to  a concentrações f ix a s  de 
NADH. As b a rra s  representam  e rro s  padrões. To­
dos os dados foram ob tidos a 25,0±D,5°C em tam­
pão t r is - a c e ta to  pH 8,0 e 0,05 Í1 em ace ta to . Au_ 
mentos na fo rç a  iô n ic a  acima de 0,05 M foram 
fe i to s  adicionando-se KC1. Maiores de ta lhes
expe rim en ta is  podem s e r encontrados em Mate­
r ia is  e Métodos.
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TABELA V
Comparação e n tre  v a lo re s  de ve loc idades de reação experim ent a is  e ca lcu­
ladas. Para o c a lcu lo  foram u t i l iz a d a s  a equação (6 ) e as constantes çL 
n é tic a s  V i , Ka e Kb determ inadas expe rim en ta lm en te . G v a lo r  de K ia  u­
t i l i z a d o  es tá  ind icado , bem como a fo rç a  iô n ic a  para a qua l f o i  de te rm i 
nado. As concentrações de NADH e o xa lo ace ta to  são ambas ig u a is  a 10 y íl. 
Os dados experimenteis foram todos ob tidos  a 25,0±0,5°C em tampão t r i s  - 
aceta to  pH 8 , 0  e 0 ,05 N em ace ta to . Aumentos na fõ rç a  iô n ic a  acima de 












o C a lcu lada com C a lcu lada  com Calcu lada com
tu
o Expe rim en ta l K ia  = 4 ,74 yd K ia  = 6,97 yd K ia  = 7,92 yd
U- (y = 0,05 M). ty  = 0 , 2  d).. (y = 0,4 d ] .
0,05 1,87 1 , 8 6 1,82 1,81
0 , 1 . 1 , 0 0 1 , 0 1 0,95 0,94
0 , 2 0,41 0,44 0,42 0,40
00o 0 ,27 0,28 0,26 0,25
0,4 0,18 0,19 0,18 0,18
r ia ç ão  i n f l u i r  s ig n if ic a t iv a m e n te  nas a lte ra ç õ es  da a t iv id a d e .  Que as 
constantes de f l ic h a e lis  tem s ig n if ic a d o  muito mais complexo, pode se r 
y is to  na ta b e la  I .  Na derivação da equação de ve loc idade  para  os rreca­
n is  mos I  e I I ,  postu lou-se apenas um complexo te rn á r io ,  EAB, po is  po r 
c in é t ic a  de steqdy-State  não é p o s s ív e l d is t in g u i r  isom erizações de 
complexos c e n tra is ,  a não s e r em ce rto s  casos e sp ec ia is  (40) .  Se po­
rem, como parece lõ g ico , e x i s t i r  pe lo  menos mais. um complexo c e n tra l,  
EPQ, além de EAB, o s ig n if ic a d o  das constantes de M ic h a e lis  em termos 
de constantes de ve loc idade  será a inda mais complexo do que aquele da 
ta b e la  I  e se rá  tan to  mais complexo, quanto m a io r f o r  o numero de com­
p lexos c e n tra is ,  Logo, as constantes de M ic h a e lis  sao constantes com­
p lexas  que dizem re s p e ito  não apenas ã lig ação  dos sub s tra to s  ã e n z i­
ma como também inc luem  va lo re s  advindos do a to  c a t a l í t ic o .  Por is to ,  um 
agente q ua lq ue r que a lte r e  a ve loc idade  do processo c a ta l í t ic o ,  deverá 
p ro voca r uma va riação  na constante de M ic h a e lis  sem que necessariamente 
h a ja  uma a lte ra ç ã o  na a f in id a d e  da enzima pe los s u b s tra to s .
Embora a a f in id a d e  da enzima pe lo  NADH s e ja  muito pouco a lte ra d a ,o  
mesmo não sucede com a ve loc idade de combinação do NADH com a enzima. A 
ta b e la  I  re v e la  que: . .
h  = K ‘Et (26)
Como E t é constan te , pode-se c a lc u la r  o decréscimo r e la t iv o  de k i ,  a 
constante de ve loc idade  de segunda ordem da combinação de NADH com a 
enzima. Quando a fo rç a  iô n ic a  passa de 0,05 para  0 ,4 .M, k i decresce 
9,1 vezes. Para que K ia , que é ig u a l a k 2/ k i  aumente apenas 1 , 6  ve­
zes o seu v a lo r ,  k 2 , a constante de ve loc idade  de p r im e ira  ordem para 
a decomposição do complexo enzima-NADH, deve também d im in u ir  5,5 ve­
zes. Po r a í  percebe-se que a pequena a lte ra ç ã o  que so fre  K ia  é na re a li_  
dade essenc ia lm en te  dependente das va riações  que sofrem  k i e k2 • Is to  
porque ao lado de um decréscimo na ve loc idade  de combinação do NADH com 
a enzima, há também um decréscimo na ve loc idade  de decomposição do com­
p lexo  enzima-NADH em NADH e enzima l i v r e .
PeeeTtados e D isrüssão   .   73
Resu ltados e Discussão 74
F ig u ra  27. Logaritm o da razão e n tre  a a t iv id a d e  da 
enzima a uma fô rç a  iô n ic a  dada (A) e a a t iv id a d e  ã 
uma fo rç a  iô n ic a  ig u a l a zero  CAo) versus  o i n ­
verso da r a iz  quadrada da fô rç a  iô n ic a .  Como medi­
da da a t iv id a d e  f o i  u t i l i z a d a  a ve loc idade  máxima 
ve rd ad e ira  ou ve loc idades máximas aparen tes , o b t i­
das conforme explanado no te x to .  Qs dados foram 
ob tidos a 25,0±0,5°C em tampão t r is - a c e ta to  pH 
8,0 e 0,05 M em ace ta to . Aumentos na fô rça  iô n ic a  
acima de 0,05 M foram fe i to s  adicionando-sè KC1. 
Maiores de ta lhes  e xpe rim en ta is  podem s e r encon tra­
dos em M a te ria is  e Métodos.
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A ve loc idade  de reação na d ireção  L-malato para o xa lo ace ta tp , tam- 
bem d im in u i quando se aumenta á fo rça  iõ n ic a . Neste se n tid o , o decrés­
cimo em K2 pode t e r  e fe ito s  marcantes, se a decomposição do complexo 
enzima-NADH f o r  a etapa de te rm inan te  da ve loc idade . Também o decrés­
cimo em K i,  concorre para d im in u ir  a ve loc idade  de reação na d ireção 
oxa loace ta to  para L-malato, já  que K i aparece no denominador da d e f in i­
ção de Ka. Na re a lid a d e , o aumento que Ka experim enta , deve-se t o t a l ­
mente ao decréscimo em K i , já  que K5K7/CK5 + K7 ] decresce.
A lte raçõ es  na fô rç a  iõ n ic a  são rea lm ente  a lte ra ç õ e s  do ambiente 
que cerca a enzima e os sub s tra to s  sem que ha ja  a in tro dução  de algo 
essenc ia lm ente novo no s is tem a, de vez que íons sempre ex is tem , mesmo 
que sejam apenas os componentes do sistem a tampão. Webb re la c io ­
na as causas que podem le v a r  as a lte ra ç õ e s  do ambiente iô n ic o  a in ­
f l u i r  sobre a a t iv id a d e  de uma enzima. São e la s : a) va ria çõ es  na p ro ­
priedade dos so lve n te s ; b) va riações  nos c o e f ic ie n te s  de a t iv id a d e  dos 
componentes do s is tem a; c) a lte raçõ es  nas p rop riedades da enzima ou 
nâs p rop riedades dos reagentes; d) lig ação  e s p e c íf ic a  dos íons à e n z i­
ma. Apenas o ite m  d parece im p rováve l no que se re fe re  ã L-malato d£ 
s id rogenase, exceto em re lação  aos ãnions a iv a le n te s .  Os demais ite n s  
podem-todos s e r contados como p o s s ib ilid a d e s  e não s e r ia  de su rp reen­
der que os re su lta d o s  observados sejam a re s u lta n te  do e fe ito  combinado 
de todas as causas apontadas como p o ss ív e is .
Q uan tita tivam en te , apenas do is  fa to re s  podem s e r tes tados com os 
dados ob tidos no p resen te  t ra b a lh o . Um dos f a to r e s , re fe re- se  ã v a r ia ­
ção de uma das p ro p r ie d ad e s .do s o lv e n te , a água neste caso. T rata-se 
da constante d i e lé t r i c a , ’a qua l porém, de acordo com os cá lcu lo s  ap re­
sentados po r Webb (39) para as concentrações s a lin a s  aqui u t i l i ­
zadas f o i  m uito pouco a lte ra d a  a ponto de serem im p o ss íve is  te s te s  
q u a n t ita t iv o s .
0 segundo f a to r  que pode s e r tes tado  q u a n tita t iv a m e n te  re fe re-se
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ãs va riações  nos c o e f ic ie n te s  de a t iv id a d e  dos componentes do s istem a 
(39). A fô rça  iô n ic a  provoca a lte ra ç õ es  nos c o e f ic ie n te s  de a t iv id a d e  
de e le t r o l i t o s '  e n ã o - e le t ro lito s  (33 ). Para os e le t r o l i t o s  pode se r 
u t i l i z a d a  a re lação  e n tre  o c o e f ic ie n te  de a t iv id a d e  iô n ic o  e a- fo rça  
iô n ic a  de rivada  po r Debye-Híickel (54) e que na sua forma mais com­
p le ta  (55) pode s e r e s c r it a  como:
log Y * DU (27)
Na equação C2733 Y e o c o e f ic ie n te  de a t iv id a d e ,z  a v a lê n c ia  do ion  e C 
e B são constantes complexas. D ê uma constante e o termo Dy, chamado 
te rm o ." s a l i f ic a n t e "  (33) ,  f o i  in t ro d u z id o  para le v a r  em conta a porção 
não- iôn ica da m olécu la. Webb (39) ap resenta  uma s é r ie  de equações que 
descrevem a va riação  p rin c ip a lm e n te  de constantes de d issociação (que 
são constantes de e q u i l íb r io )  ou de constantes de ve loc idade em função 
da fo rça  iô n ic a , in tro d u z in d o  a t iv id a d e s  no lu g a r de concentrações. Nes­
te  t ra b a lh o , apenas uma constante  de d issoc iação , K ia , f o i  determ inada 
a d ife re n te s  fõ rças  iô n ic a s , sendo que não f o i  p o s s ív e l e s tab e le ce r ne­
nhuma re lação  e n tre  as pequenas va riações  aqui observadas e as fo rm u las 
te ó r ic a s  apresentadas por Webb (39).
K is t ia k o w s k i e t a l.  (51) ,  num estudo do e fe ito  de e le t r o l i t o s  sobre 
a a t iv id a d e  da urease, consideraram  a razão e n tre  a a t iv id a d e  (A) a uma 
fo rça  iô n ic a  y e a a t iv id a d e  a uma fo rç a  iô n ic a  zero (A0 ) como um coe­
f ic ie n te  de a t iv id a d e :
A a t iv id a d e  (A ), para K is t ia k o w s k i e t a l. ( 5 1 ) y f o i  simplesmente a v e lo c i 
dade da reação c a ta liz a d a  p e la  enzima. A j u s t i f i c a t i v a  de t a l  p roced i - 
mento baseia-se na p o s s ib ilid a d e  de que uma espécie iô n ic a  poderia  se r 
o - fa to r de te rm inan te  da ve loc idade  (51). K is t ia k o w s k i e t d l.  (51) u t i l i ­
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zaram a equação de Debye-Huckel (54) , sem o termo- " s a l i f ic a n t e " , o que 
é v á lid o  para ba ixas  fo rças  iô n ic a s , m od ificada para .
1 1 1 C C 29 3
( lo g  A0 /A) Bz2 y/pT + Bz2 /
e mostraram have r uma re lação  l in e a r  e n tre  1/C log A0 /A) e 1/v^J, exa
tamente como p re v i a t e o r ia ,  A f im  de t e s ta r  e s ta  p o s s ib ilid a d e , pou­
co freq uen te  na l i t e r a t u r a ,  u t i l iz o u - s e  no p resen te  tra b a lh o , as velo- 
c i  d ade s~ má x i  mas como "me didas da a t iv id a d e  sendo" as ve 1 de i d a d e s máximas 
correspondentes ã fo rça  io n ic a  zero  ob tid as  po r e x trapo lação  ao a ju s ­
ta r-se  a va riação  do in ve rso  destas ve loc idades máximas com a  ̂ fô rça  
io n ic a  ã equação [3]. Os re su lta d o s  estão na f ig u ra  27. Ve-se a l i  
que rea lm en te  há uma re lação  l in e a r  p e r f e i ta ,  como p re v is ta  pe la  equa­
ção C29 D quando se u t i l i z a  a ve loc idade  máxima ve rd ad e ira , porem, nun­
ca quando se u t i l i z a  ve loc idades máximas apa ren tes . Os re su lta d o s  ex­
postos na f ig u ra  27 devem s e r in te rp re ta d o s  com m uita  c a u te la . 0 p r in ­
c ip a l problema advém da v e r if ic a ç ã o  de que a in te rsecção  ao e ixo  das 
ordenadas, C/Bz2 na equação (29 ), se rá  n ega tiva  o que tem s ig n if ic a d o  
duvidoso ou ao menos re v e la r ia  a l to  grau de complexidade. Não se pode 
in c lu s iv e  d e sc a rta r a p o s s ib ilid a d e  de a lin e a r id a d e  observada se r de­
v id a  ao acaso, h ipó tese que K is t ia k o w s k i e t a l.  (51) também nãó desca£ 
taram . O u tra  p o s s ib il id a d e , na tu ra lm en te , ê a de que a lin e a r id a d e  oib 
servada tenha rea lm en te  um s ig n if ic a d o .  Webb (39) ap resenta  também re ­
lações, baseadas nos re su ltad o s  ob tidos po r B ronsted & L iv in g s to n e  (49) 
segundo as qua is , constantes de ve loc idade  poderiam  v a r ia r  de acordo 
com a l e i  de Debye-Hückel (54) .  . A ve loc idade  máxima ve rd a d e ira , no 
p resente  caso, é dada po r ( ta b e la  I ) :
(30)
Caso ks »  k 7 , V i - k?Et^ e> s im ila rm e n te , caso k7 >:> ks, V i - ksE t. 
No p r im e iro  caso, a decomposição do complexo enzima-NAD+ s e r ia  a etapa
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dé te rm inan t da ve loc idade de reação e no u ltim o /caso ,a  decomposição do 
complexo enzima-NAD+~L-malato em enzima-NAD+ mais L-malato é que s e r ia  
a etapa de te rm inante  da ve lo c id ade . No p r im e iro  caso, o que na equação 
(29) se chamou A q /A  s e r ia  na re a lid a d e  ig u a l a K0 7/K 7 e no segundo caso 
s e r ia  ig u a l a K0.5/K 5 ,. onde Ko 7 e Ko 5 são os va lo re s  das constantes de 
ve ioc idade a uma fô rça  iô n ic a  ze ro . A lin e a r id a d e  observada, pode ria  
po is  in d ic a r ,  que uma constante  de ve loc idade  e s te ja  va riando  com a fôr_ 
ça iô n ic a  de acordo com a l e i  de Debye-HücKel (54) e que a etapa d e te r­
m inante da ve loc idade de reação, envo lve  umâ espécie iô n ic a . .
Dada a complexidade do problema, a in te rp re ta ç ã o  acima, deve s e r 
encarada apenas corno uma p o s s ib il id a d e .  Em termos m ecan ís tico s , o ra c io  
c ín io  é v a lid o  apenas para as condições l im ite s  nas qua is  é também vá li^  
do o mecanismo I  (ou I I ) .  Neste sen tid o , porém, a não- linea ridade  ob­
servada na f ig u ra  27 quando se u t i l i z o u  ve loc idades máximas aparentes 
pode ria  s e r e xp lic ad a , levando-se em conta que es tas  jam a is  podem r e ­
f l e t i r  a va riação  de apenas uma constan te  de ve loc idade , já  que,' são 
ig u a is  a, V j/d + K b /B ) ou V 1 / C 1+Ka/A) , quando NADH ou o xa lo ace ta to , 
respectivam ente , são os sub s tra to s  v a r iá v e is .
A sugestão de Kun e t a l.  (18) que reservam  um pape l f is io ló g ic o  
ã ação dos e le t r ó l i t o s  sobre a enzima m ito c o n d r ia l,  não pode s e r re s ­
pondida a q u i. É d i f í c i l  in c lu s iv e  im ag in a r es te  papel de vez que comu- 
mente;o que há é in ib iç ã o  da enzima, mesmo na d ireção  L-malato para ox_a 
lo a ce ta to , que é a d ireção  f is io ló g ic a .  Em todo caso, is to  deverá s e r 
examinado em condições rea lm en te  f is io ló g ic a s  ou próximas d is to , sendo 
necessário , além do rrais, um m elhor conhecimento da d is t r ib u iç ã o  in t ra -  
m ito c o n d ria l dos e le t r ó l i t o s .
C 0 N C L U S O E S
Da discussão dos re su lta d o s  ob tidos neste  tra b a lh o , as segu in tes  
conclusões podem se r re lac io nadas :
1. A in ib iç ã o  po r su b s tra to  causada pe lo  o xa loace ta to  pode s e r enquadra_ 
da no mecanismo’ de-adição ordenada de do is s ub s tra to s  peia- in tro d u ç ã o • 
a d ic io n a l de do is complexos in a t iv o s .
2. A in ib iç ã o  po r sub s tra to  pe lo  NADH e o e fe ito  anômalo causado pelo 
L-malato não podem s e r enquadrados de maneira s im p les no mecanismo de 
adição ordenada de do is s u b s tra to s . Os re su lta d o s  ob tidos sugerem, p rijn  
c ipa lm ente no caso do L-malato, a e x is tê n c ia  de in ib iç ã o  incom p le ta  o 
que pode in d ic a r  a e x is tê n c ia  de v ia s  a l te rn a t iv a s  que levam ã formação 
de produtos.
3. u e fe ito  que a fô rça  iô n ic a  exerce sobre a a t iv id a d e  da enzima es ta  
in tim am ente associado aos eventos que ocorrem no cen tro  a t iv o  da e n z i­
ma sendo ta n to  mais s im p les quanto mais s im p les forem aqueles eventos.
4. A fô rça  iô n ic a  tem um e fe ito  a ss im é tr ic o  sôbre ambas as extrem idades 
das curvas de satu ração dos sub s tra to s  e das curvas de dependência da 
a t iv id a d e  da concentração dos íons h id ro g ên io .
5. A fô rça  iô n ic a  a l t e r a  de modo pronunciado as constantes de M ic hae lis  
e a ve loc idade mãxima, porém, pouco a l t e r a  a. a f in id a d e  do NADH pe la  en_ 
zima. No en tan to  a ve loc idade  de combinação do NADH com a enzima é bas 
ta n te  a fe tada  bem como a ve loc idade  de decomposição do complexo enzima- 
NADH.
A P Ê N D I C E
São apresentadas aqu i as fo rm u las  de rivadas  para os a ju s te s  de m í­
nimos quadrados (26, 27) as equações g e ra is  (2) a C53. As fó rm ulas a­
ba ixo  foram  u t i l iz a d a s  para  a e laboração dos programas F o rt ra n .
EQUAÇÃO (2 ). Da equação (2 ) ,
y = a + bx + cx~1
pode-se o b te r o segu in te  s istem a de equações, após o tra tam en to  de m in i 
mos quadrados:
aEw + bEwx .+ cEwx^1 - Ewy = 0 
aExw + bEwx2 + cEw - Ewyx = 0 
aZwx” 1 + bEw + cEwx~2 - Ewyx” 1 = 0
w é o peso de cada dado e xp e rim en ta l. As segu in tes  d e fin içõ es  podem se r 
f e i ta s :
C r = EwxEwy - EwyxEw 
C2 ~ EwEwx2 - (Ewx)2 
C3 = (Ew)2 - Ewx Ewx” 1 
Cif = Ewx” 1 Ewy - EwEwyx*"1 
C5 = Ewx“2 Ew - (Ewx- 1 ] 2
A p a r t i r  das d e fin içõ es  acima, as constantes podem se r ca lcu ladas :
_ C1 C 3 ~ C2C14 
c C2C5 - (C3 ) 2 ’
-Cl “ CC3 “Cif “ CC5
b = — c i = — ----
e
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Ewy — bEwx - cEwx 1
EQUAÇÃO (3 ). A equação da parábo la ,
o
y = a + bx + cx ,
fo rnece após o tra tam en to  de mximos quadrados, o segu in te  s istem a de e­
quações: .
aEw + bEwx ■+ cEwx2 - Ewy = 0 
aEwx + bEwx2 + cEwx3 - Ewyx = 0  
aEwx2 + bEwx3 + cEwx1* - Ewyx2 = 0
As segu in tes  d e fin içõ es  podem s e r f e i ta s :
C j = EwEwx3 - E w x2Ewx
C2 = EwEwx2 - CEwx) 2
C 3 - EwyEwx - EwEwyx
C4 = EwEwx1* - (Ewx2) 2
C5 = EwyEwx2 - EwEwyx2
As constantes podem s e r ca lcu ladas :
_ ^1^3 ~ ^2^5 
C2C4 ~ (C j) 2
h _ “ -̂3 ~ cC-i _ ~Cs ~ cCtt 
" C2 “ Cj
e
Ewy - cEwx2 - bEwx 
9 " Ew
EQUAÇÃO (4 ). A h ip é rb o le  q uad rá tic a ,
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= a f  bx 
^ 1 + cx '
pode s e r re e s c r i ta  na forma, 
y = a + bx - cyx,
mais ap ro p riad a  para o tra tam en to  de mínimos qua.drados. Êste 
to  fo rnece o segu in te  s istem a de equações:
aEw + bEwx - cEwyx -• Ewy = 0 
aEwx + bEwx2 - cEwyx2 - Ewyx = 0 
Ewy2x + cEwy2 x 2 - aEwyx - bEwyx2 = 0
As de fin içõ es  que podem s e r f e i t a s  são:
Ci = EwyEwx - EwEwyx 
’C.2 = EwEwx2 - (Ewx) 2 
C3 = EwyxEwx - EwEwyx2 
Ci* = EwEwy2x - EwyEwyx 
C5 = EwEwy2x 2 - CEwyx) 2
As constantes podem s e r ca lcu ladas  pe las re lações aba ixo :
=  ^1^3 ~
C2C5 - (C3 1 2
1 e
_ _ Ewy - bEwx + cEwyx 
a = Zw •
EGEMfffO Í5 J . A função 2/1 ,
- a + bx + cx2 
¥ = 1 + dx ’
tra tam en
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pode 'se r re e s c r ita :
y = a + bx + ex - dyx
0 tra tam en to  de mmimos quadrados da equação fo rnece:
aEw + bEwx + cEwx2 - dEwyx - Ewy'= 0 
aEwx + bEwx2 + cEwx3 - dEwyx2 - Ewyx = 0
aEwx + bEwx3 + cEwx - dEwyx - Ewyx 2 _
-aEwyx - bEwyxz - cEwyxá + dEwy2x 2 + Ewy^x = 0
0
=






= EwyEwx - EwEwyx 
= EwEwx2 - CEwx) 2 
= EwEwx3 - E w x2Ewx 
= EwyxEwx - EwEwyx2 





= EwEwx** - (Ewx2 ) 2 
= EwyxEwx2 - EwEwyx3 
= EwEwy2x - EwyEwyx 
= EwEwy2x 2 - (Ewyx) 2
E a inda:
Px - AxA3 - A 2B 1 
P2 = A 2B2 - CA 3D 2 
P 3 = ~ A 2B3
Oi " AxAij - A2Cx 
Q2 = A 2B3 ” AsAij 
Q3 = (Ai»)2 - A2C2
As constantes podem se r ca lcu ladas  pe las  segu in tes  re lações:
, _ P2Q1 - P iQ 2 
P 3O2 " P 2Q3 ’
c =
P i + dP3 __ Qi + dO3
P 2 O2




+ dZwyx ~ cZwx2 - bZwx
a = —  - - •— -— —---—
Zw
VALOR DO F DE SE NE DE COR» Se y e a es u  j l  n i c j  n v d  ue uaua uduu experj-inei i l c i j l  
y, então a v a r iâ n c ia  não e xp lic ad a  (v a r iâ n c ia  re s id u a l)  é dada por
Vares = H v _ L Í 29] 2
n - p
onde n é o número de dados e xpe rim en ta is  e p o número de constarr
tes  dá equação de reg ressão . A v a r iâ n c ia  e xp lic ad a , por o u tro  lado , e
dada po r
V a r e x  -  £ ( ?  '
P - 1
onde y e a media, Zy/n, dos n experim entos. Ü v a lo r  do F de Snedecor
pode s e r ca lcu lado  po r,
F = Va rex
Vares ' .
o qua l deve s e r confrontado com o v a lo r  de F tabe lado  para  os V i = p - 1 
e V 2 = n - p graus de lib e rd a d e .
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